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Three different formulations of 100 nm liposomes were studied and the differences between the properties of the 
formulations were found. ICG in the lipid bilayer changed properties of the formulation B and the passive release of 
the calsein and release during the lightning were increased. In formulation C transition temperature was decreased 
and its storage life was lower than in other formulations. Formulation A was best for the next studies and the 
phospholipid composition of other formulations need to be optimated that drug release and storage life would be 
good enough. 
Intracellular release properties of liposomes were studied with Sytox red probe. Fluorescence of Sytox red increases 
when it binds with DNA or RNA.  With this study, it was proved that liposomes release Sytox red inside the cells 
and that the lightning time affects to the release. The results weren’t useable for pharmacokinetic model, so the model 
was made based by literature. Pharmacokinetic model can be used in the future studies and different in vitro or in 
vivo results can be combined with the model.           
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ARPE-19  humaani verkkokalvon pigmenttiepiteelin solulinja 
DLS dynaaminen valonsironta -menetelmä (Dynamic light 
scattering) 
DPPC  1,2-dipalmitoyyli-sn-glysero-3-fosfokoliini 
DSC differentiaalinen pyyhkäisykalorimetri (Differential scanning 
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DSPE  1,2-distearoyyli-sn-glysero-3-fosfoetanoliamiini 
EMA  Euroopan lääkeviranomainen (European Medicines Agency) 
EPR lisääntynyt läpäisevyys ja kerääntyminen kasvaimessa 
(enhanced permeability and retention effect) 
FACS  virtaussytometri (flow cytometer) 
FBS  naudan sikiön seerumi (fetal bovine serum) 
FDA Yhdysvaltain elintarvike- ja lääkevirasto (US Food and Drug 
Administration) 
HEPES orgaaninen puskuriliuos (4-(2-hydroxyethyl) -1-
piperazineethanesulfonic acid) 
ICG  indosyaniinivihreä (indocyaninen green) 
LUV  suuri unilamellaarinen vesikkeli 
Lyso PC  1-stearoyyli-2-hydroksi-sn-glysero-3-fosfokoliini 
MLV  multilamellaarinen vesikkeli 
PBPK  fysiologiaan perustuva farmakokineettinen mallinnus 
PBS  fosfaattipuskuroitu suolaliuos (phosphate buffer saline) 
PEG  polyetyleeniglykoli  
RES  retikuloendoteelijärjestelmä 
REV  käänteisfaasin haihdutus (Reverse-phase evaporation) 
SUV  pieni unilamellaarinen vesikkeli 
Tc  transitiolämpötila 
UV  unilamellaarinen vesikkeli 
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Liposomit on löydetty jo 1960-luvulla (Bangham ym. 1965). Sen jälkeen niiden 
potentiaalia lääkinnässä on tutkittu aktiivisesti ja tulokset ovatkin olleet erittäin 
positiivisia (Samad ym. 2007). On olemassa tehokkaita lääkeaineita esimerkiksi syövän 
tai erilaisten silmäsairauksien hoitoon. Lääkeaineet voivat kuitenkin olla liian toksisia 
terveelle kudokselle tai niitä ei saada kuljetettua halutulle vaikutuspaikalleen. Liposomeja 
on käytetty parantamaan lääkeaineiden terapeuttista indeksiä muokkaamalla lääkeaineen 
imeytymistä, vähentämällä metaboliaa, pidentämällä biologista puoliintumisaikaa ja 
vähentämällä toksisuutta (Çağdaş ym. 2014). Liposomien uniikki ominaisuus sitoa sekä 
hydrofiilisiä että hydrofobisia lääkeaineita on yksi niiden hyvistä puolista.  
Markkinoilla on jo tälläkin hetkellä useita liposomaalisia lääkevalmisteita esimerkiksi 
syöpälääkinnässä. Liposomeissa on kuitenkin huomioitava monia asioita ennen kuin 
tutkitusta formulaatiosta päästään valmiiseen tuotteeseen. Formulaatiossa täytyy olla 
optimoituna lipidikoostumus, liposomin koko, membraanin läpäisevyys, pinnan varaus ja 
steerinen stabiilius (Ulrich 2002). 
Liposomeilla pystytään kohdentamaan annostelua ja säätämään lääkeaineen 
vapautumista. Vapautumista voidaan aktivoida erilaisilla ulkoisilla ja sisäisillä 
signaaleilla. Valo on erittäin lupaava aktivointimenetelmä, sillä sitä on erittäin helppo 
kontrolloida esimerkiksi ohjaamalla valoa vain pienelle alueelle tai muuttamalla sen 
aallonpituutta (Shum ym. 2001; Spratt ym. 2002). Aktivoituminen liposomissa tapahtuu, 
kun esimerkiksi siinä mukana oleva valoa absorboiva partikkeli muuttaa valoenergian 
lämmöksi ja lämpö aiheuttaa muutoksen liposomin lipidikaksoiskalvossa tai liposomi 
rakenteessa on valoherkkiä lipidejä (Bondurant ym. 2001, Shum ym. 2001). 
Indosyaniinivihreä (ICG) on lupaava aine valoaktivoituvissa liposomeissa. Sen on 
osoitettu saavan aikaan valoaktivoidun vapautumisen liposomeissa (Lajunen ym. 2016a). 
Lisäksi se on kuvantamisaine, joka on hyväksytty humaanikäyttöön (EMA 2005; FDA 
2006).  
Tutkielman tavoitteena oli jatkaa ICG-liposomien tutkimista. Tavoitteena oli valmistaa 
mahdollisimman pieniä liposomeja ja tutkia aiemmin tietokoneella simuloitujen 
liposomien ominaisuuksia (Lajunen ym. 2016a). ICG-liposomeilla tutkittiin myös niiden 
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vapauttamaa aineen määrää soluissa. Lääkeaineen solunsisäisiä pitoisuuksia kuvaamaan 
luotiin myös farmakokineettinen malli.  
2 LIPOSOMIEN OMINAISUUKSIA 
Liposomeilla on useita uniikkeja ominaisuuksia, jotka perustuvat niiden 
lipidirakenteeseen. Liposomien lipidirakenteen ansiosta ne pystyvät esimerkiksi 
läpäisemään erilaisia biologisia esteitä riippuen kuitenkin niiden tarkemmasta 
rakenteesta, koosta ja pintavarauksesta (Simäo ym. 2015). Liposomien oletetaan myös 
olevan erittäin turvallisia, sillä ne ovat biohajoavia, bioyhteensopivia ja suhteellisen 
myrkyttömiä (Torchilin 2005; Torchilin 2012; Çağdaş ym. 2014). Tässä kappaleessa 
käsitellään liposomien ominaisuuksia, niihin vaikuttavia tekijöitä ja niiden vaikutuksia.  
2.1 Rakenne 
Liposomit koostuvat kahdesta lipidikalvosta, jotka muodostavat pyöreän pallomaisen 
rakenteen (Kuva 1) (Bangham ym. 1965). Kalvot muodostuvat fosfolipideistä, joiden 
rakenteessa on sekä hydrofiilinen pää että hydrofobinen pää. Lipidit asettuvat kalvossa 
niin, että ensimmäisen kerroksen lipidien hydrofiilinen pää asettuu kalvon ulkopuolelle 
vesifaasia kohden ja toisen kerroksen hydrofiiliset päät asettuvat liposomin sisään, jonne 
jää vesipitoinen tila (Torchillin 2005). Näin liposomikuoreen jää hydrofobinen pitkien 
hiiliketjujen muodostama tila. Tämän rakenteen ansiosta liposomeihin pystytään 
kapseloimaan sekä vesiliukoisia että rasvaliukoisia lääkeaineita.  
 Liposomit voidaan jakaa rakenteensa perusteella unilamellaarisiin (UV, yksikerroksiset 
liposomit) ja multilamellaarisiin vesikkeleihin (MLV, monikerroksiset liposomit) (Kuva 
1) (Zheng ym. 2014; Simäo ym. 2015). UV-liposomit sisältävät vain yhden 
lipidikaksoiskalvon, jonka sisällä on suuri vesipitoinen tila.  Ne voidaan jakaa edelleen 
pieniin (SUV) alle 100 nm ja suuriin (LUV) 100-800 nm unilamellaarisiin vesikkeleihin. 
LUV-liposomien suuri vesipitoinen tila mahdollistaa vesiliukoisten lääkeaineiden 
suurenkin määrän kapseloimisen, sekä suurikokoisten vesiliukoisten molekyylien, kuten 
proteiinien ja DNA:n, kapseloimisen (Szoka Jr ja Papahadjopoulos 1978). MLV-
liposomit sisältävät useita saman keskisiä lipidikaksoiskalvoja ja ne ovat kooltaan 500 
nm:sta useampaan mikrometriin (Zheng ym. 2014; Simäo ym. 2015). Muodostuva 
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liposomityyppi riippuu valmistustavasta ja lipidikompositiosta (Torchilin 2012; Çağdaş 
ym. 2014).  
 
Kuva 1 Liposomien rakenne. Liposomit koostuvat lipidikaksoiskalvosta, joka rajaa 
sisälleen vesipitoisen tilan. Rakenteen perusteella liposomit voidaan jakaa pieniin 
yksikerroksisiin liposomeihin (SUV), suuriin yksikerroksisiin liposomeihin (LUV) ja 
monikerroksisiin liposomeihin (MLV). Lipidikaksoiskalvo muodostuu fosfolipideistä, 
joissa on sekä hydrofiilinen pää että hydrofobinen pää. Fosfolipidit asettuvat liposomissa 
niin, että kalvon sisään jää hydrofobinen tila ja liposomin sisään vesipitoinen tila. 
Muokattu lähteestä (Beddoes ym. 2015) 
 
Liposomit voidaan valmistaa monista eri lipideistä ja niiden yhdistelmistä (Szoka Jr. ja 
Papahadjopoulos 1980). Käytetyt fosfolipidit voivat olla ominaisuuksiltaan ja 
alkuperältään hyvin erilaisia (Samad ym. 2007). Ne voivat olla esimerkiksi luonnollisesta 
lähteestä, luonnollisesta lähteestä muokattuja semisynteettisiä, täysin syntetisoituja tai 
fosfolipidejä, joissa on luonnolliset pääryhmät. Liposomien ominaisuudet riippuvatkin 
paljon niiden sisältämistä fosfolipideistä (Clejan ym. 1979; Simäo ym. 2015). 
Esimerkiksi kalvoa jäykistää ja passiivista vuotoa vähentää lipidien pidemmät hiiliketjut, 
sillä ne saavat aikaan suuremmat van der Waalsin voimat kaksoiskalvossa (Hac-Wydro 
ym. 2007; Moghaddam ym. 2011). Liposomien rakennetta ja pintaominaisuuksia voidaan 
muokata tarpeen mukaan vähentämällä, lisäämällä tai vaihtamalla formulaation 
fosfolipidejä tai muuttamalla valmistustekniikkaa (Torchilin 2005; Samad ym. 2007).  
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Liposomien rakenteessa voi olla eri fosfolipidien lisäksi esimerkiksi kolesterolia, 
myrkyttömiä surfaktantteja, sfingolipidejä, glykolipidejä, pitkäketjuisia rasvahappoja ja 
membraaniproteiineja (Ulrich 2002; Samad ym. 2007). Kolesteroli liposomin rakenteessa 
jäykistää kaksoiskalvoa, toimii fosfolipidien väliaineena ja estää konformaatiomuutoksia. 
Lisäksi se vähentää lääkeaineiden passiivista vuotoa valmiista liposomeista (Clejan ym. 
1979). Kolesteroli ei kuitenkaan sovi kaikkiin liposomeihin, sillä se voi estää lääkeaineen 
vapautumista liian tehokkaasti, niin ettei lääkeainepitoisuutta kohteessa saada 
tarvittavalle tasolle (Eloy ym. 2014). Kaksoiskalvon ominaisuuksiin saattavat vaikuttaa 
myös liposomeihin kapseloitavat lipofiiliset lääkeaineet, sillä ne kapseloituvat 
lipidikaksoiskalvoon (Kuva 2) (Szoka Jr. ja Papahadjopoulos 1980).  
Liposomin pintaan voidaan liittää erilaisia ligandeja (Kuva 2) (Torchilin 2005; Torchillin 
2012). Esimerkiksi polymeereillä liposomien kiertoaikaa elimistössä voidaan pidentää ja 
immunoglobuliineilla kohdentaa liposomeja kasvaimeen.  Pintaan voidaan kiinnittää 
myös erilaisia leimoja, joiden avulla voidaan seurata liposomeja elimistössä ja käyttää 
niitä diagnostisessa kuvantamisessa. Ligandit voidaan liittää suoraan liposomin pintaan 
jollakin kemiallisella sidoksella. Yleensä sidos on joko amidisidos, disulfidisidos tai 








Kuva 2 Liposomin pintaan liitettäviä ligandeja ja kapseloitavat lääkeaineet. A) Suojaava 
polymeeri, B) Kohdennusligandi (esimerkiksi vasta-aine) ja polymeeri, C) 
Kuvantamiseen tarkoitettu leima, D) Positiivisesti varautuneet lipidit, E) Positiivisten 
lipidien kanssa kompleksoitunut DNA, F) Stimulaatioon reagoivat lipidit, G) 
Stimulaatioon reagoiva polymeeri, H) Soluun kiinnittyvä peptidi, I) Lipofiilinen 
lääkeaine, J) Virus partikkeli ja K) Hydrofiilinen lääkeaine 
 
Liposomeilla on niille ominainen transitiolämpötila, jossa lämpötilan noustessa 
lipidikaksoiskalvossa tapahtuu faasimuutos ensin lamellaarisesta geelifaasista väretilaan 
(ripple phase) ja lopulta nestemäiseen kidefaasiin (Clejan ym. 1979; Paasonen ym. 2010). 
Transitiolämpötilassa lipidikaksoiskalvo muuttuu läpäisevämmäksi faasimuutoksen 
takia. Liposomin transitiolämpötila riippuu kompositiossa käytettyjen lipidien omista 
transitiolämpötiloista. Transitiolämpötila kasvaa, kun liposomissa olevien alkyyliketjujen 
pituus kasvaa suurempien van der Waalsin voimien takia (Clejan ym. 1979). Liposomin 
transitiolämpötila riippuu lipidien lisäksi myös liposomin koosta; SUV-liposomeilla on 
laajempi transitiotila (Szoka Jr. ja Papahadjopoulos 1980). Tämä johtuu pienempien 
liposomien lipidikalvon suuremmasta kaarevuudesta. Transitiolämpötilalla on merkittävä 
rooli lääkeaineen vapautumisessa liposomista etenkin, kun vapautumista halutaan hallita 
lämpötilan avulla. 
2.2 Stabiilisuus 
Liposomien stabiiliutta tarkasteltaessa tulee huomioida niiden kemiallinen, fysikaalinen 
ja fysiologinen säilyvyys (Çağdaş ym. 2014). Kemiallinen säilyvyys sisältää 
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fosfolipidirakenteen säilymisen ja fysikaalinen säilyvyys koon säilymisen sekä 
passiivisen vuodon määrän. Usein liposomien muutokset tapahtuvat hydrofiilisen tai 
oksidatiivisen hajoamisen kautta säilytyksen aikana. Fysiologinen säilyvyys kattaa 
liposomien säilymisen elimistössä, joka käsitellään myöhemmin tekstissä erikseen.   
Kemiallinen hajoaminen voi tapahtua hydrolysoitumalla tai oksidaatiolla (Çağdaş ym. 
2014). Oksidaatiota voidaan vähentää käyttämällä tuoreita lipidejä, välttämällä korkeita 
lämpötiloja valmistuksessa, poistamalla happi liuoksista, säilyttämällä liposomeja 
inertissä tilassa ja käyttämällä antioksidanttia. Hapettuminen tapahtuu lipidien 
saturoitumattomissa hiiliketjuissa, joten sitä voidaan estää myös käyttämällä saturoituja 
lipidejä. Hydrolyysiä voidaan estää pitämällä pH lähellä neutraalia. Hydrolyysi onkin 
ongelma erityisesti, kun lääkeaineita, kuten doksorubisiinia, kapseloidaan aktiivisesti 
liposomeihin menetelmässä käytetyn matalan pH:n vuoksi. Myös lämpö edistää 
hydrolyysiä, joten liposomeja on hyvä säilyttää viileässä.  Kumpikin reaktio tapahtuu 
helpommin vesiliuoksessa, joten valmiin liposomivalmisteen säilyvyyttä voidaan 
parantaa tekemällä siitä kuivattu valmiste.  
Koon suurentuminen on erityisesti ongelmana SUV-liposomien kanssa, sillä pienen koon 
takia niiden rakenne on huomattavasti epästabiilmpi kuin niistä fuusioituneissa 
suuremmissa liposomeissa (Çağdaş ym. 2014). Fuusioitumista voidaan estää 
säilyttämällä liposomeja niiden transitiolämpötilan alapuolella. Myös kolesterolin 
lisääminen vähentää aggregoitumista, sillä se jäykistää kalvon rakennetta niin, että 
liposomien fuusioituminen vaikeutuu. 
3 FARMAKOKINETIIKKA 
Liposomien farmakokinetiikkaan vaikuttaa niiden koko, pintavaraus ja lipidikoostumus 
sekä mahdolliset liposomien pintaan lisätyt ligandit (Yan ym. 2005). Farmakokinetiikka 
on ollut suurimpia ongelmia liposomien käytössä lääkekantajina, sillä 
muokkaamattomana niiden eliminaatio on nopeaa.  
3.1 Eliminaatio  
Liposomit eliminoituvat maksassa ja pernassa retikuloendoteelijärjestelmässä (RES), 
joka on niiden pääasiallinen eliminoitumisreitti (Torchilin 2005; Zheng ym. 2014). 
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Järjestelmän toimiminen on epäsuoraa, sillä järjestelmä aktivoituu vasta 
plasmaproteiinien sitoutuessa liposomeihin (Yan ym. 2005). Eliminaatio voi tapahtua 
useita reittejä pitkin, mutta opsonisaatiolla on merkittävä rooli liposomien eliminaatiossa 
(Yan ym. 2005; Çağdaş ym. 2014). Opsonisaatioon saattaa johtaa esimerkiksi 
komplementtijärjestelmän aktivoituminen, jonka liposomit voivat aktivoida klassista tai 
vaihtoehtoista reittiä pitkin. Liposomien lipidirakenne vaikuttaa siihen, kumman reitin ne 
aktivoivat. Esimerkiksi suurempi kolesterolimäärä vaikuttaisi aktivoivan enemmän 
vaihtoehtoista reittiä ja yleisesti myös edesauttaa komplementtijärjestelmän 
aktivoitumista. Vaikutus saattaa johtua kristalloituvasta kolesterolista, sillä lipidikalvon 
jäykistäminen muilla tavoilla ei vaikuta liposomien komplementin aktivoimiseen.   
Elimistössä useat proteiinit ovat varautuneita, mistä johtuu, että neutraalit liposomit ovat 
stabiileimpia elimistössä (Hernandex-Caselles ym. 1993). Puoliintumisaika veressä onkin 
pisin neutraaleilla liposomeilla, ja positiivisesti varautuneet kantajat puhdistetaan 
verenkierrosta nopeimmin (Albanese ym. 2012). Positiivisesti varautuneet partikkelit 
aiheuttavat usein myös erilaisia komplikaatioita, kuten hemolyysiä tai verihiutaleiden 
aggregaatiota.   
Polyetyleeniglykolimolekyylejä (PEG) voidaan liittää liposomien pintaan ja niillä 
pystytään pidentämään liposomien kiertoaikaa elimistössä useita tunteja (Klibanov ym. 
1990; Yan ym. 2005). Kiertoaika pidentyy, sillä PEGylointi vähentää steerisen esteen 
avulla liposomien opsonointia. Puoliintumisaika pitenee kaikilla liposomeilla riippumatta 
niiden pintavarauksesta (Albanese ym. 2012). PEGylointi ei kuitenkaan estä 
opsonisaatiota kokonaan, vaan myös PEGyloidut liposomit aktivoivat 
eliminoitumisreittejä ja lopulta eliminoituvat maksassa ja pernassa samaa reittiä kuin 
tavallisetkin liposomit. PEG-molekyylit suojaavat liposomeja immuunisysteemiltä, mutta 
samalla heikentävät lääkeaineiden passiivista poistumista liposomeista (Spratt ym. 2003). 
Tämän takia erilaisilla signaaleilla aktivoitava lääkeaineiden vapauttaminen on erityisen 
tärkeää PEGyloiduissa liposomeissa. PEGin lisäksi on pyritty etsimään myös muita 
vaihtoehtoja liposomien päällystämiseen, jotta niiden kiertoaikaa elimistössä pystyttäisiin 
pidentämään.   
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3.2 Solunsisäinen kinetiikka 
Liposomit otetaan solun sisään pääsääntöisesti saturoituvan energiariippuvaisen 
endosytoosimekanismin avulla, kuten muutkin nanokantajat (Beddoes ym. 2015; 
Soininen ym. 2016). Endosytoosi solun sisään voi tapahtua useita eri reittejä pitkin 
riippuen liposomien koosta. Suuremmat liposomit (100-160 nm) otetaan solun sisään 
klatriinivälitteisellä mekanismilla, kun taas pienet liposomit (noin 40 nm) otetaan solun 
sisään dynamiinivälitteistä reittiä pitkin (Andar ym. 2014). Keskikokoiset liposomit (noin 
70 nm) otetaan solun sisään molempia reittejä pitkin ja näitä isommat yli 1µm liposomit 
otetaan solun sisään mikropinosytoosilla tai fagosytoosilla. Jotta liposomit otetaan solun 
sisään, täytyy niiden kiinnittyä ensin solunpinnan rakenteisiin. Kiinnittyminen voi olla 
spesifiä tai epäspesifistä (Zhang ym. 2015). Endosytoosin jälkeen liposomit kuljetetaan 
endosomeissa lysosomeihin, jossa ne hajoavat (Ulrich 2002; Belting ym. 2005; Soininen 
ym. 2016). Lysosomeissa on korkeita entsyymipitoisuuksia, joten lääkeaineiden 
vapautuminen lysosomeissa saattaa tuhota myös kuljetettavan lääkeaineen. Mahdolliset 
kuljetettavat lääkeaineet olisikin hyvä vapauttaa ennen kuin liposomit suljetaan 
lysosomeihin, jotta ne saavuttavat halutun vaikutuskohdan solun sisällä. Liposomien 






Kuva 3 Liposomin farmakokinetiikka solu sisällä. 1) Liposomi otetaan soluun 
endosytoosin avulla. 2) Liposomia kuljetetaan solun sisällä endosomissa. 3) Liposomi 
kuljetetaan lysosomiin, jossa se hajotetaan. Lääkeaine on vapautettava viimeistään tässä 
vaiheessa ulos liposomista. Vapautumisen jälkeen lääkeaine jakautuu soluun ja kiinnittyy 
vaikutuskohtaansa, joka voi olla esimerkiksi tumassa. Tämän jälkeen lääkeaine poistuu 
solusta esimerkiksi aktiivisen effluksin tai passiivisen diffuusion kautta. 4) Liposomit 
poistetaan lysosomeista ja samalla solusta eksosytoosilla. (Muokattu lähteestä Soininen 
2016) 
 
Endosytoosi solun sisään voi olla reseptorivälitteistä, jolloin liposomi kiinnittyy 
solunpinnan reseptoriin, mikä käynnistää endosytoosin (Torchilin 2005; Cheng ym. 
2012). Tätä voidaan edistää kohdennusligandeilla, joilla yleensä kohdennetaan 
liposomeja aktiivisesti kasvaimeen tai muuhun haluttuun kohteeseen. Esimerkiksi 
transferriini, epidermaaliset kasvutekijät ja useat vasta-aineet edistävät 
reseptorivälitteistä endosytoosia.  Reseptorin täytyy olla yliekspressoitunut esimerkiksi 
kasvaimen pinnalla, jotta aktiivisesta kohdentamisesta on hyötyä. Edellä esitettyjen 
ligandien reseptorien onkin todettu esiintyvän eri syöpäkasvaimissa, minkä takia niitä on 
pyritty hyödyntämään uusissa syöpälääkkeissä.  
Endosytoosi ei ole kuitenkaan ainoa reitti, jolla liposomit voivat vapauttaa lääkeaineen 
soluun tai päästä solun sisään (Torchillin 2005). Yksinkertaisin reitti on absorptio, jossa 
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vetävät voimat voittavat pois työntävät, jolloin liposomilla on suora vuorovaikutus 
solukalvon kanssa. Tähän reittiin vaikuttaa huomattavasti liposomien pinnan 
ominaisuudet, kuten pintavaraus. Positiiviset partikkelit tarttuvat helpommin solun 
pintaan, mutta niiden käyttö saattaa olla ongelmallista eliminaation kannalta.  
Harvinaisempaa on fuusio solupinnan kanssa, jolloin liposomi vapauttaa sisältönsä 
suoraan solun sisään.  
3.3 Lääkeaineen vapautuminen liposomista 
Yksinkertaisimmin lääkeaineet vapautuvat liposomeista passiivisesti diffuusion avulla, 
mikä johtuu lääkeaineen konsentraatioerosta liposomissa ja liposomin ulkopuolella 
(Szoka Jr and Papahadjopoulos 1980). Vapautuva lääkeainemäärä ja vapautumisen 
nopeus riippuvat sekä lääkeaineen että liposomin lipidikalvon ominaisuuksista. Pienet 
hydrofobiset lääkeaineet vapautuvat yleensä helpoimmin liposomeista.   
Passiivinen vapautuminen ei ole hallittua ja lääkeaineiden vapautumista tapahtuu myös 
muualla kuin halutussa kohteessa, mikä saattaa aiheuttaa haittavaikutuksia. Vapautumista 
kasvaimeen hallitsee EPR-ilmiön (enhanced permeability and retention effect)  
aiheuttama akkumuloituminen, joka perustuu kasvaimen verisuonituksen kasvaneeseen 
läpäisevyyteen (Samad ym. 2007). Lääkeaineet voidaan vapauttaa liposomeista myös 
hallitusti erilaisilla aktivointimenetelmillä, joita kuvataan myöhemmin tekstissä.  
4 LIPOSOMIEN VALMISTUS 
Liposomit muodostuvat itsestään (self assembly of lipids) vesiympäristössä lipidien 
hydrofobisten päiden ja veden interaktion takia, mutta usein tarvitaan jokin mekaaninen 
toiminto, jolla pystytään hallitsemaan syntyvien liposomien tyyppiä ja kokoa (Çağdaş 
ym. 2014). Liposomien valmistukseen on useita erilaisia menetelmiä, joilla pystytään 
tuottamaan erityyppisiä liposomeja. 
Valmistusmenetelmän valintaan vaikuttaa moni tekijä (Sharma ja Sharma 1997; Gómez-
Hens ja Fernández-Romero 2006). On huomioitava esimerkiksi liposomiin kapseloitavan 
lääkeaineen fysikaaliskemialliset ominaisuudet, sen haluttu pitoisuus liposomissa ja 
toksisuus. Lääkeaineen ominaisuuksien lisäksi on huomioitava liposomin raaka-aineiden 
ominaisuudet ja käytetty liuotin. On myös huomioitava valmiiden liposomien haluttu 
11 
 
koko, polydispersiteetti ja säilyvyys. Valmiin tuotteen ominaisuuksista on huomioitava 
annostelumuodon vaatimukset ja tuotannon mahdollinen skaalaus suurempaan jatkuvaan 
tuotantoon. Useimmat menetelmät toimivat hyvin laboratorio-olosuhteissa, mutta ovat 
haastavia tuotannossa. Suurimpia ongelmia ovat liuotinjäämät, stabiilisuus, steriiliys, 
koko ja erien yhteneväisyys (Çağdaş ym. 2014).  
4.1 Ohutkalvon hydraatio  
Ohutkalvon hydraatio eli Banghamin tekniikka on yksinkertaisin menetelmä valmistaa 
liposomeja, jossa muodostuu heterogeeninen joukko MLV-liposomeja (Bangham ym. 
1965; Szoka Jr ja Papahadjopoulos 1980; Samad ym. 2007; Eloy ym. 2014). 
Menetelmässä muodostetaan lipideistä ohut kalvo haihduttamalla liuottimena käytetty 
orgaaninen liuotin. Liuotin saadaan haihdutettua pienentämällä painetta ja lämmittämällä 
lipidien ja orgaanisen liuottimen seosta. Muodostuneeseen lipidikalvoon lisätään 
vesipitoinen liuos, joka hydratoi lipidit ja saa aikaan liposomien muodostumisen. 
Hydratoinnin ajaksi liuos lämmitetään lipidien transitiolämpötilan (Tc) yläpuolelle ja sitä 
sekoitetaan joko manuaalisesti tai automaattisesti etenkin hydratoinnin alussa. 
Liposomiin kapseloitava hydrofiilinen aine lisätään vesiliuoksen mukana ja hydrofobinen 
aine jo ennen haihdutusta lipidien ja orgaanisen liuottimen seokseen. Muodostuneet 
MLV-liposomit voidaan edelleen jatkokäsitellä SUV- ja LUV-liposomeiksi. Kuvassa 4 








Kuva 4 Liposomien valmistus ohutkalvon hydraatio -menetelmällä. 1) Orgaaninen liuotin 
haihdutetaan ja muodostuu ohut lipidikalvo. 2) Lipidikalvo hydratoidaan vesiliuoksessa, 
joka sisältää vesiliukoisen lääkeaineen. Hydratoinnin aikana liuosta tulee sekoittaa.  3) 
Hydratoinnin aikana muodostuu joukko MLV-liposomeja. 4) MLV-liposomit voidaan 
muokata SUV:ksi tai LUV:ksi erilaisilla menetelmillä kuten ekstruusiolla. (Muokattu 
lähteestä Eloy ym. 2014) 
 
Menetelmän ongelmana on ollut sen matala latauskapasiteetti (Szoka Jr ja 
Papahadjopoulos 1978; Samad ym. 2007; Çağdaş ym. 2014). Matala latauskapasiteetti 
johtuu siitä, että hydratoinnissa käytetystä vesimäärästä vain hyvin pieni osa kapseloituu 
liposomien sisään, joten suuri osa vesifaasiin liuotetusta aineesta hukataan valmistuksen 
aikana. Rasvaliukoiset aineet pystytään kuitenkin tällä menetelmällä kapseloimaan 
liposomeihin jopa 100-prosenttisesti, ellei ainetta laiteta liuokseen ylimäärin. Tätä 
menetelmää on melko hankala käyttää suuremmassa mittakaavassa, sillä useiden 
kymmenien litrojen erissä menetelmästä tulisi erittäin hidas (Wagner ja Vorauer-Uhl 
2011).  
4.2 Käänteisfaasin haihdutus 
Käänteisfaasin haihdutuksessa (Reverse-phase evaporation technique, REV) lipidit 
liuotetaan ensin orgaaniseen liuottimeen, minkä jälkeen seos yhdistetään vesiliuoksen 
kanssa ja muodostuu vesi-öljyssä emulsio (Szoka Jr. ja Papahadjopoulos 1978; Vemuri 
ja Rhodes 1994; Eloy ym. 2014). Emulsion muodostuminen vaatii usein mekaanisen 
sekoituksen tai sonikoinnin. Seoksesta haihdutetaan hitaasti orgaaninen liuotin ja lipidit 
jäävät vesiliuokseen. Orgaanisen liuottimen poistamisen jälkeen muodostuu geelimäinen 
liuos, jossa on lipidien ympäröimiä vesitippoja.  Tämän jälkeen lisätään vielä 
puskuriliuos, jossa liposomit hydratoituvat. Kuvassa 5 on esitetty REV:n eri vaiheet. 
Menetelmällä muodostuu yleensä joukko LUV-liposomeja. Jos orgaaninen liuotin 
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haihdutetaan liian nopeasti, saattaa muodostua joukko MLV-liposomeja (Szoka Jr. ja 
Papahadjopoulos 1980).  
 
 
Kuva 5 Liposomien valmistus käänteisfaasin haihdutus -menetelmällä (REV). 1) 
Orgaaniseen liuottimeen, jossa lipidit ovat, sekoitetaan vesiliuos ja muodostuu vesi-öljy 
emulsio. Vesiliuoksessa on mukana liposomeihin kapseloitava hydrofiilinen lääkeaine. 
2) Orgaaninen liuotin haihdutetaan pois liuoksesta. 3) Seokseen lisätään puskuriliuos ja 
liposomit hydratoituvat. 4) Menetelmässä muodostuu joukko LUV-liposomeja. 
(Muokattu lähteestä Eloy ym. 2014) 
 
Lääkeaineen lisääminen jo ennen orgaanisen liuottimen poistamista nostaa hydrofiilisten 
lääkeaineiden latauskapasiteettia (Szoka Jr. and Papahadjopoulos 1978). 
Latauskapasiteetti hydrofiilisillä aineilla onkin tällä menetelmällä melko suuri verrattuna 
ohutkalvon hydraatioon, jopa 60-65 % (Vemuri ja Rhodes 1994). Ongelma on kuitenkin 
orgaanisten liuotinten ja kapseloitavan lääkeaineen sekoittuminen keskenään. Se 
vaikeuttaa esimerkiksi proteiinien kapseloimista liposomeihin, sillä liuottimet saattavat 
denaturoida proteiinit (Szoka Jr. and Papahadjopoulos 1978). Riskinä on myös pienten 
liuotinjäämien mahdollisuus (Wagner ja Vorauer-Uhl 2011). 
4.3 Liuottimen injektointi 
Tässä menetelmässä lipidit liuotetaan ensin orgaaniseen liuottimeen (Batzri ja Korn 1973; 
Wagner ja Vorauer-Uhl 2011). Lipidiliuos injektoidaan sen jälkeen vesifaasiin, jossa on 
myös liposomeihin kapseloitava hydrofiilinen aine. Orgaanisen liuottimen laimentuessa 
vesifaasissa lipidit muodostavat kaksoiskalvorakenteita ja liposomit muodostuvat 
spontaanisti sulkien vesifaasin sisäänsä. Menetelmässä voidaan käyttää eri liuottimia, 
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kuten etanolia ja eetteriä. Liuottimesta riippuen menetelmä on aina hieman erilainen ja 
muodostuvat liposomit voivat olla SUV-, LUV- tai MLV-liposomeja.  
4.3.1 Etanoli-injektio 
Etanolia käytettäessä lipidit injektoidaan vesifaasiin hyvin nopeasti (Batzri ja Korn 1973). 
Etanolin kanssa ongelmana on lipidien huono liukoisuus etanoliin, minkä takia valmiit 
liposomiliuokset ovat melko laimeita. Myös kapseloitunut osa hydrofiilisestä 
lääkeaineesta on tämän takia pieni. Lisäksi etanolia jää helposti valmiiseen 
liposomiliuokseen, josta se pitää vielä erikseen poistaa. Menetelmällä muodostetaan 
joukko SUV- tai LUV-liposomeja riippuen etanolissa olevasta lipidikonsentraatiosta, 
injektiopaineesta ja vesifaasin sekoitusnopeudesta (Batzri ja Korn 1973; Kremer ym. 
1977; Wagner ja Vorauer-Uhl 2011).  
Etanoli-injektiolla on mahdollista nostaa liposomien valmistus tuotantoon saakka, sillä se 
on nopea, toistettava ja yksinkertainen menetelmä, jolla pystytään tekemään suoraan 
pieniä liposomeja kapealla kokojakaumalla (Ulrich 2002; Justo ja Moraes 2005; Jaafar-
Maalej ym. 2010). Lisäksi etanoli on hyvä liuotin menetelmässä, sillä sen vähäiset jäämät 
valmisteessa eivät ole toksisia. Etanoli-injektiolla voidaan kapseloida sekä hydrofiilisiä 
että hydrofobisia lääkeaineita. Paremmin menetelmä kuitenkin vaikuttaisi sopivan 
hydrofiilisille aineille. Niitä kapseloitaessa muodostuu pienempiä liposomeja, ja 
latauskapasiteetti on parempi kuin hydrofobisilla aineilla.  
4.3.2 Eetteri-infuusio 
Eetteriä käytettäessä lipidit injektoidaan vesifaasiin hitaasti ja eetteri haihdutetaan pois 
prosessin aikana (Deamer ja Bangham 1976; Szoka Jr. ja Papahadjopoulos 1980; Çağdaş 
ym. 2014). Hitaan injektoinnin takia menetelmästä on käytetty myös nimeä eetteri-
infuusio. Todennäköisesti hitaan injektoinnin takia eetteriä käytettäessä muodostuu 
isompia MLV-liposomeja kuin etanolin kanssa. Toisin kuin etanolin kanssa 
lipidikonsentraatio ei vaikuta muodostuvien liposomien kokoon. Liposomiliuoksesta 
saadaan tällä menetelmällä helposti vahvakin, koska liuotinta poistetaan koko ajan 
samanaikaisesti sitä lisättäessä pitämällä lämpötilaa koko ajan eetterin kiehumispisteen 
yläpuolella. Kapseloitavaa ainettakaan ei juurikaan mene hukkaan, kun liuoksesta 
saadaan liposomien suhteen vahva. Menetelmä on kuitenkin melko hidas ja se vaatii 
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tarkkaa kontrollia lipidiliuoksen injektoinnissa. Myös valmistuksen aikainen jatkuva 
lämmitys saattaa olla ongelma tietyissä tapauksissa, kuten makromolekyylien tai 
lämpöherkkien aineiden kanssa (Szoka Jr. ja Papahadjopoulos 1980).  
4.4 Valmiin vesikkelikoon muutos  
MLV:t voidaan muokata ohutkalvon hydraation tai eetteri-infuusion jälkeen LUV- tai 
SUV-liposomeiksi (Çağdaş ym. 2014; Simäo ym 2015). Muokkaamiseen voidaan käyttää 
yksinkertaisia koon pienentämismenetelmiä, jotka esitellään myöhemmin tekstissä. 
Muita menetelmiä ovat valmiiden liposomien kylmäkuivaus, mikroemulsiointi, sulatus ja 
jäädytys sekä vesikkelöitymisen indusointi ioneilla tai pH:n muutoksella.  
4.5 Liposomien koon optimointi  
Koon optimoiminen on erittäin tärkeää, sillä liposomien koosta riippuu paljon, mihin niitä 
voidaan hyödyntää (Samad ym. 2007). Liposomien koko vaikuttaa halutun kudoksen 
saavuttamiseen, koska esimerkiksi syöpäkudokseen pääsee akkumuloitumaan suuremmat 
liposomit kuin normaaliin kudokseen. Lisäksi koko vaikuttaa liposomien stabiilisuuteen 
elimistössä, sillä esimerkiksi liposomien soluunotto makrofageihin riippuu liposomien 
koosta. Seuraavilla menetelmillä pystytään pienentämään liposomien kokoa, mutta myös 
jatkokäsittelemään MLV-liposomeista LUV- ja SUV-liposomeja. 
Yleisin liposomien koon säätelyyn käytetty menetelmä on membraaniekstruusio 
matalalla paineella polykarbonaattikalvon läpi (Samad ym. 2007; Jesorka ja Orwar 2008). 
Lämpötila pidetään liposomiformulaation transitiolämpötilan yläpuolella, jotta seos on 
tarpeeksi juoksevaa. Ekstruusion jälkeen seos on kuitenkin nopeasti jäähdytettävä 
transitiolämpötilan alapuolelle, jotta liposomien koko stabiloituu. Liposomien koko 
voidaan määrittää käyttämällä halutun kokoisia huokosia kalvossa. Pienemmillä 
huokosilla saadaan yleensä tasaisempi kokojakauma kuin suurihuokosisilla kalvoilla. 
Paine kalvon eri puolilla kuitenkin kasvaa huokosten koon pienentyessä, mikä vaikeuttaa 
ekstruusion suorittamista.  Ekstruusio on toimiva menetelmä tutkimusvaiheessa, mutta 
sillä saattaa olla haastavaa nostaa liposomien tuotantoa kaupalliseen mittakaavaan (Ulrich 
2002). 
Muita käytettyjä koonhallintamenetelmiä ovat geelikromatografia, sonikointi ja 
homogenointi (Samad ym 2007; Wagner ja Vorauer-Uhl 2011). Geelikromatografia on 
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kuitenkin yleisemmin käytetty menetelmä liposomien puhdistukseen kuin koon 
säätelyyn. 
Mikrofluidisaattori (Microfluidizer) on myös yksi mahdollinen koonhallintamenetelmä 
(Mayhew ym. 1984; Sorgi ja Huang 1996; Wagner ja Vorauer-Uhl 2011). Sen etuja 
muihin edellä esitettyihin menetelmiin ovat erittäin homogeeninen kokojakauma, sekä 
mahdollisuus skaalata menetelmää myös suurempaan tuotantoon. Lisäksi 
mikrofluidisaattorilla voidaan valmistaa lääkelaatuisia liposomeja, sillä menetelmä 
mahdollistaa myös steriilin työskentelyn. Menetelmässä liposomit puristetaan kovan 
paineen avulla mikrofluidisaattorin kammion läpi. Muodostuvien liposomien kokoa 
voidaan hallita muuttamalla menetelmässä käytettävää painetta ja mikrofluidisaattorin 
läpäisykertoja (Barnadas-Rodríguez ja Sabés 2001; Lajunen ym. 2014).  Suurentamalla 
painetta ja lisäämällä mikrofluidisaattorin läpäisykertoja voidaan pienentää syntyvien 
liposomien kokoa. Suuri paine saattaa vaikuttaa myös liposomeihin kapseloituvaan 
lääkeainemäärään, sillä paine rikkoo hetkellisesti kaksoiskalvon, mikä mahdollistaa 
lääkeaineen vapautumisen liposomeista.  
4.6 Puhdistus 
Liposomivalmisteissa halutaan lääkeaine vain liposomien sisään, eikä sitä siis voi olla 
ympäröivässä liuoksessa. Ympäröivään liuokseen kuitenkin jää hydrofiilisiä lääkeaineita, 
kun niitä kapseloidaan liposomeihin (Çağdaş ym. 2014). Yleensä puhdistus tehdään 
geelifiltraatio kolumni kromatografialla, esimerkiksi Sephadex G-50 geelillä. DNA:ta tai 
muita suuria molekyylejä kapseloitaessa voidaan käyttää myös sentrifugointia.  
4.7 Lääkeaineen kapseloiminen liposomiin  
Lääkeaineet voidaan kapseloida liposomeihin aktiivisella tai passiivisella menetelmällä 
(Eloy ym. 2014). Passiivisessa menetelmässä lääkeaineet kapseloidaan liposomeihin 
valmistuksen aikana. Tämä on kuvattu aiemmin tekstissä. Aktiivisessa menetelmässä 
lääkeaineet kapseloidaan valmiisiin liposomeihin esimerkiksi pH-gradienttieron tai 
ammoniumsulfaatti gradienttieron avulla lipidikaksoiskalvon läpi (Haran ym. 1993; 
Ishida ym. 2002). 
Passiivisessa kapseloitumisessa latauskapasiteetti riippuu paljon valmistusmenetelmästä, 
mutta myös lääkeaineen ja liposomin ominaisuudet vaikuttavat aineiden 
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kapseloitumiseen liposomiin (Eloy ym. 2014). Erityisesti lipofiilisillä aineilla 
kapseloitumiseen vaikuttaa lipidikaksoiskalvon rakenne, sillä lipofiiliset aineet 
kapseloituvat kalvon sisään. Lipidikaksoiskalvo vaikuttaa jonkin verran myös 
hydrofiilisten lääkeaineiden kapseloitumiseen. Hydrofiilisten lääkeaineiden kohdalla 
enemmän merkitystä on kuitenkin lipidikaksoiskalvon läpäisevyydellä kapseloitumisen 
jälkeen, sillä hydrofiiliset lääkeaineet eivät saa vuotaan liposomeista passiivisesti 
säilytyksen aikana. Myös liposomin ja lääkeaineen varaukset vaikuttavat 
kapseloitumiseen (Villasmil-Sánchez ym. 2012). Vastakkaisilla varauksilla on 
positiivista interaktiota ja kapseloituminen on tehokkaampaa. 
Aktiivisella kapseloinnilla saadaan parempi kapselointitehokkuus kuin passiivisilla 
kapselointimenetelmillä (Ishida ym. 2002; Eloy ym. 2014; Duong ym. 2016). Aktiivinen 
kapseloiminen voidaan tehdä muuttamalla pH:ta liposomien ulkopuolelta esimerkiksi 
geelifiltraatiolla. Menetelmä perustuu kapseloitavan aineen protonoitumiseen. 
Kapseloitava aine läpäisee lipidikalvon neutraalissa muodossa ja muuttuneessa pH:ssa 
liposomin sisällä protonoituu, eikä enää läpäise lipidimembraania. Menetelmää ei 
voidakaan hyödyntää kaikilla lääkeaineilla, vaan lääkeaineen ominaisuuksien on 
sovittava menetelmään, jotta protonoituminen onnistuu. Doksorubisiini on 
esimerkkiaine, jolle pH gradienttieroon perustuva aktiivinen kapseloiminen sopii. 
Menetelmää onkin käytetty markkinoillakin olevassa Myocet® 
doksorubisiinivalmisteessa, jonka valmistuksessa pH ero saadaan aikaan sitruunahapolla . 
Myös ammoniumsulfaatin gradienttieroa voidaan käyttää doksorubisiinin kapseloimiseen 
ja sitä on käytetty toisessa doksorubisiinivalmisteessa Doxilissa®. Menetelmässä 
ammoniumsulfaatin pitoisuus on suurempi liposomin sisällä kuin ympäröivässä 
liuoksessa (Haran ym. 1993). Liposomin sisällä lääkeaine on sulfaattisuolana. 
Menetelmässä voidaan käyttää muitakin ammoniumsuoloja kuin sulfaattia, mutta myös 
esimerkiksi natriumin eri suolamuotoja (Fritze ym. 2006).   
5 AKTIVOITUVAT LIPOSOMIT 
Liposomeista voidaan vapauttaa lääkeaineita aktivoimalla vapautuminen ulkoisella tai 
sisäisellä signaalilla. Aktivaatio muuttaa liposomin rakennetta niin, että kapseloidun 
lääkeaineen on mahdollista vapautua tehokkaasti liposomista (Kuva 6) (Gómez-Hens ja 
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Fernández-Romero 2006). Ulkoisena signaalina voi toimia esimerkiksi valo (Lajunen ym. 
2016a) tai lämmitys (Needham ym. 2013). Sisäisenä signaalina voi toimia pH:n muutos 
(Soininen ym. 2016) tai lämpötilan muutos ilman ulkoista tekijää (Yatvin ym. 1978). 
Sisäisen signaalin avulla lääkeaineen vapauttavia liposomeja voidaan hyödyntää usein 
syöpälääkinnässä, sillä lämpötila ja pH ovat usein erilaiset syöpäkudoksessa kuin 
normaalissa kudoksessa.  
Lääkeaineiden vapautuminen liposomista ei välttämättä tarvitse aktivoivaa mekanismia , 
vaan lääkeaineet voivat vapautua liposomista myös passiivisesti konsentraatiogradientin 
perusteella (Szoka Jr and Papahadjopoulos 1980). Aktivointimenetelmillä pyritään 
lisäämään liposomien vapauttamaa lääkeainemäärää ja nopeuttamaan vapautumista, 
mutta myös kohdentamaan vapautumista tiettyyn paikkaan (esimerkiksi kasvaimeen tai 
solun sisään) (Shum ym. 2001). Eri aktivointimenetelmiä voidaan myös yhdistää, sama 
liposomi voi olla esimerkiksi sensitiivinen valolle ja pH:n muutoksille (Lajunen ym. 
2015). 
 
Kuva 6 Hydrofiilisen lääkeaineen aktiivinen vapautuminen liposomista. Liposomiin 
kohdistetaan ulkoinen signaali tai se kohtaa sisäisen signaalin, mikä aiheuttaa muutoksen 
liposomin lipidikaksoiskalvossa. Muutos kaksoiskalvossa johtaa sen rakenteen 
heikkenemiseen ja lääkeaineen vapautumiseen. (Muokattu lähteestä Eloy ym. 2014). 
 
5.1 Valoaktivoituvat liposomit 
Valoaktivoituvat liposomit aktivoidaan valoenergialla, joka toimii ulkoisena signaalina. 
Formulaatiosta riippuen valo voi olla ultraviolettivaloa, näkyvää valoa tai infrapunavaloa. 
Valoherkissä liposomeissa niiden rakenteessa on valolle herkkiä lipidejä tai rakenteeseen 
on lisätty jokin partikkeli, joka muuttaa valoenergian lämmöksi (Bondurant ym. 2001; 
Shum ym. 2001). Lämpö aiheuttaa lipidikaksoiskalvossa faasimuutoksen, mikä johtaa 
lääkeaineen vapautumiseen. Aktivoimiseen on tutkittu esimerkiksi kultananopartikkeleita 
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(Lajunen ym. 2015) ja indosyaniinivihreää (ICG) (Lajunen 2016a; Lajunen 2016b).  
Valon etuna on sen erittäin hyvät kontrollointimahdollisuudet. Valo pystytään 
osoittamaan pienellekin alueelle tietyn ajan ja valon ominaisuuksia, kuten aallonpituutta 
ja intensiteettiä, voidaan muuttaa (Shum ym. 2001; Spratt ym. 2003).  
Valolla aktivoituminen voi tapahtua muutoksena lipidikaksoiskalvon rakenteessa, jos 
liposomiformulaatiossa on mukana valolle herkkiä lipidejä, kuten bis-SorbPC (Bondurant 
ym. 2001). Muutokset lipideissä vaativat usein UV-valon tai muun lyhyen aallonpituuden 
valon, mikä ei taas yleensä sovi kliiniseen käyttöön (Shum ym. 2001; Spratt ym. 2003). 
Lipidikaksoiskalvon muutokset tapahtuvat yleensä valon aiheuttaman lipidin 
isomerisaation, hajoamisen tai polymerisaation takia (Bondurant ym. 2001).  
Kultananopartikkeleita voidaan lisätä liposomien rakenteeseen, jolloin saadaan 
valmistettua valolla aktivoitavia liposomeja, jotka vapauttavat lääkeaineen 
aktivoituessaan (Lajunen ym. 2015). Kultapartikkelit muuttavat valoenergian lämmöksi, 
joka siirtyy lipidikaksoiskalvoon (Harris ym. 2006; Paasonen ym. 2010). Lämpö 
aiheuttaa lipidikaksoiskalvossa faasimuutoksen, joka johtaa lääkeaineen vapautumiseen. 
Kultapartikkeleiden koko ja muoto vaikuttavat siihen, millä valon aallonpituudella ne 
voidaan aktivoida (Link ja El-Sayed 1999; Jain ym. 2006). Se onkin etu 
kultananopartikkeleita hyödynnettäessä. Pienet kultananopartikkelit aktivoituvat UV-
valon alueella, mikä on haitallista kudoksille. Suuremmat partikkelit taas aktivoituvat 
infrapunavalon alueella, jota voidaan hyödyntää lääkinnässä. Suuremmat 
kultananopartikkelit olisivatkin siis parempia vaihtoehtoja kliinisessä käytössä, mutta 
suurempien kultananopartikkeleiden käyttö liposomeissa rajoittaa valmiiden liposomien 
kokoa. Liposomien pieni koko on edellytys tietyissä käyttötarkoituksissa, joten koon 
suureneminen rajoittaa suurempien partikkeleiden käyttöä. Ongelma 
kultananopartikkeleiden käytössä on myös niiden mahdollinen toksisuus etenkin 
pitkäaikaisessa käytössä (Pan ym. 2007). 
Kultananopartikkeleiden tilalle valoenergiaa lämmöksi muuttavaksi partikkeliksi on 
tutkittu myös indosyaniinivihreää (ICG), joka on EMA:n ja FDA:n humaanikäyttöön 
hyväksymä kuvantamisaine (EMA 2005; FDA 2006; Lajunen ym. 2016a). ICG:n onkin 
oletettu olevan erittäin hyvin siedetty, mikä mahdollistaisi ICG-liposomien käytön jopa 
kliinisesti. Siedettävyys on ollut ongelmana useiden aiempien valoherkkien 
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formulaatioiden kanssa. ICG-liposomien ei ole todettu olevan toksisia soluille, mutta 
tarvitaan edelleen lisää tutkimuksia, jotta ICG-liposomit voidaan todeta täysin 
turvallisiksi (Lajunen ym. 2016b).  ICG:n etuja ovat myös mahdollisuus tehdä pieniäkin 
liposomeja, biohajoavuus, kuvantamismahdollisuudet ja nopea liposomien sisällön 
vapautuminen (Turner ym. 2012; Lajunen ym. 2016a). ICG:n on todettu myös pysyvän 
stabiilina liposomeissa ainakin kuukauden säilytyksen aikana eri lämpötiloissa. ICG:n ei 
ole myöskään todettu vaikuttavan liposomin ominaisuuksiin kuten transitiolämpötilaan 
tai liposomin lopulliseen kokoon. ICG absorboi valoa infrapunavalon aallonpituuksilla, 
joita voidaan hyödyntää kliinisesti paremmin kuin esimerkiksi UV-valon aallonpituuksia 
(Chen ym. 1995).  ICG hajoaa valotuksen aikana, mutta se ei ole ongelma aineiden 
nopean vapautumisen ansiosta (Lajunen ym. 2016a; Viitala ym. 2016). ICG:n hajottua 
valoenergian lämmöksi muuttuminen loppuu, joten ympäröivää kudosta ei lämmitetä 
pitkäaikaisesti.   
Suurin valoaktivoituvien liposomien yhteinen huono puoli on valon suhteellisen lyhyt 
tunkeutumissyvyys, joten niitä ei pystytä hyödyntämään kaikkialla elimistössä (Mura ym. 
2013). Valoaktivoituvia liposomeja voidaankin parhaiten hyödyntää silmälääkinnässä ja 
iholla. Ongelma on ollut suurempi sellaisissa formulaatioissa, jotka aktivoituvat 
näkyvästä valosta tai ultraviolettivalosta (< 700 nm), sillä niiden avulla päästään vain 
yhden senttimetrin syvyyteen (Weissleder 2001). Nykyisillä menetelmillä ja esimerkiksi 
lähi-infrapunavaloa (700-900 nm) käyttämällä on kuitenkin mahdollista päästä 
syvempiinkin kudoksiin jopa usean senttimetrin syvyyteen. 
5.2 pH-herkät liposomit 
pH-herkät liposomit valmistetaan käyttämällä pH-sensitiivisiä komponentteja (Simões 
ym. 2004; Torchilin 2005). Liposomit vapauttavat niihin kapseloidun lääkeaineen, sillä 
pH:n muutos aiheuttaa rakenteen muutoksen lipidikaksoiskalvossa. Usein pH-herkät 
lipidit joko hydrolysoituvat tai protonoituvat nopeasti matalammassa pH:ssa (Turk ym. 
2001). pH-herkät liposomit ovatkin yleensä stabiileja emäksisessä ja neutraalissa pH:ssa, 
mutta happamassa ympäristössä ne ovat epästabiileja ja vapauttavat sisältämänsä 
lääkeaineen (Guangfeng ym. 2002; Simões ym. 2004). Esimerkiksi endosomaalisissa ja 
lysosomaalisissa vesikkeleissä ympäristö on hapan, jolloin lääkeaine vapautuu 
liposomista endosomaalisen kuljetuksen aikana (Ishida ym. 2001; Torchilin 2005). Myös 
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kasvaimissa on alhaisempi pH kuin normaalissa kudoksessa, joten pH-sensitiivisiä 
liposomeja voidaan hyödyntää syöpälääkinnässä (Wike-Hooley ym. 1984; Gerweck ja 
Seetharaman 1996). 
pH-herkkien liposomien ongelmana on ollut niiden nopea eliminaatio (Ishida ym. 2001; 
Simões ym. 2004). Kiertoaikaa elimistössä voidaan pidentää lisäämällä liposomeihin 
PEG-pinta, mutta sen on todettu heikentävän liposomien pH-sensitiivisyyttä. Esimerkiksi 
DSPE-PEGin lisääminen vähentää pH-sensitiivisyyttä ja tekee liposomeista jopa täysin 
reagoimattomia pH:lle (Simões ym. 2001). Myös kohdennusligandien läsnäolo liposomin 
pinnalla on heikentänyt liposomien herkkyyttä pH:n muutokselle, mikä taas pienentää 
vapautuvan lääkeaineen määrää (Ishida ym. 2001). Kohdennusligandeista näiden 
liposomien kanssa on tutkittu foolihappoa (Turk ym. 2001) ja transferriiniä (Kakudo ym. 
2004). Tällä hetkellä tutkimus keskittyykin kiertoajan pidentämisen ja kohdentamisen 
toimivaan yhdistämiseen pH-herkkiin liposomeihin (Torchilin 2005). 
5.3 Magneettisesti aktivoituvat liposomit 
Magneettisesti aktivoituvissa liposomeissa niihin kapseloidaan lääkeaineen lisäksi 
ferromagneettista ainetta, mikä saa aikaan lääkeaineen vapautumisen, kun liposomit 
asetetaan magneettiseen kenttään (Torchilin 2005). Magneettikentän avulla liposomit 
pystytään myös ohjaamaan haluttuun kudokseen (Pradhan ym. 2010). Liposomien 
joutuessa magneettikenttään, magneettiset aineet lämpenevät, mikä aktivoi lääkeaineiden 
vapautumisen liposomeista (Mura ym. 2013). Lämpötilan nousu tapahtuu 
magneettikentässä Néel-relaksaation ja/tai hystereesin aiheuttaman lämmön takia. 
Magneettisina aineina voidaan käyttää rautaoksideja, kuten magnetiittia (Fe3O4) tai 
maghemiittia (γ-Fe2O3) (Saiyed ym. 2010). Rautaoksideja on käytetty kliinisesti 
kuvantamisaineina, joten magneettiset liposomit mahdollistavat niiden käytön 
lääkekantajan lisäksi magneettikuvauksissa ja lämpöä tuottavina molekyyleinä 
hypertermiaterapiassa (Timko ym. 2010; Eloy ym. 2014).  
Hypertermian aiheuttaminen kudoksissa on myös ongelma, sillä osa kudoksista saattaa 
vaurioitua liposomien tuottamasta lämmöstä (Eloy ym. 2014). Ongelmana on myös 
liposomien koko. Jotta liposomeihin pystytään kapseloimaan hydrofiilisiä lääkeaineita, 
täytyy niissä olla tarpeeksi vesitilaa. Magneettiset aineet vievät huomattavasti tilaa 
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liposomien vesitilasta, joten magneettisesti aktivoituvien liposomien on oltava kooltaan 
100-500 nm, jotta niihin voidaan kapseloida hydrofiilisiä lääkeaineita.  
5.4 Lämpötilaherkät liposomit 
Lämpötilaherkät liposomit vapauttavat lääkeaineen lämpötilan noustessa tietyn 
rajapisteen yli, sillä lämpötilan saavuttaessa liposomin transitiolämpötilan, muuttuu 
lipidikaksoiskalvo läpäisevämmäksi (Yatvin ym. 1978; Needham ym. 2013).  
Lämpötilaherkistä liposomeista olisi erityisesti hyötyä syöpälääkinnässä, sillä 
kasvaimissa on korkeampi lämpötila kuin normaalissa kudoksessa (Keyserlingk ym. 
2000). Kasvainta voidaan myös lämmittää ulkoisesti, jotta vapautuminen saadaan aikaan. 
Lämmitys voidaan tehdä esimerkiksi ultraäänellä (Needham ja Dewhirst 2001). Kuten 
edellä on esitetty, lämpötilaherkkiä liposomeja käytetään myös valoaktivoituvien ja 
magneettisesti aktivoituvien liposomien perustana.  
Lämpöherkkien liposomien täytyy olla stabiileja normaalissa elimistön lämpötilassa, 
mutta niiden täytyy kuitenkin aktivoitua nopeasti vain hieman elimistön normaalilämmön 
yläpuolella, mikä aiheuttaa ongelmia niiden stabiiliudessa (Mura ym. 2013). Ongelmana 
on myös lämpötilan vaikutus sekä solunulkoisessa että solunsisäisessä tilassa. Tämän 
takia ei välttämättä saada kuljetettua lääkeainetta sen vaikutuspaikalle solun sisään.  
Ensimmäinen lämpötilaherkkä liposomi tehtiin jo vuonna 1978 DPPC:n ja DSPC:n 
seoksesta (Yatvin ym. 1978). DPPC:n transitiolämpötila on 41,5 °C, joka olisi juuri 
sopivasti hieman elimistön normaalin lämpötilan yläpuolella. DSPC:n läsnäolo kuitenkin 
nosti transitiolämpötilaa niin, ettei vapautumista saatu toimimaan kunnolla. Tällä hetkellä 
kliinisissä tutkimuksissa on lämpöherkkä liposomivalmiste Thermodox®, johon on 
kapseloitu doksorubisiinia (Needham ym. 2013). Valmisteelle on jo myönnetty EMA:n 
harvinaislääkestatus (EMA 2015).   Tässäkin valmisteessa pääkomponenttina toimii 
DPPC, sillä se mahdollistaa lämpövapautumisen suhteellisen matalassakin lämpötilassa  
(Needham ym. 2013). Lysolipidejä käytetään usein lämpöherkissä liposomeissa yhdessä 
DPPC:n kanssa (Grüll ja Langereis 2012; Needham ym. 2013). Lysolipidit laskevat 
liposomien transitiolämpötilaa ja parantavat lääkeaineiden vapautumista. Myös 
Thermodoxissa® on käytetty lysolipidejä. Mahdollisuus käyttää eri lipidejä on melko 
pieni tarvittavan transitiolämpötilan takia.  
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Transitiolämpötilaan perustuvien lämpöherkkien liposomien lisäksi on tehty myös 
erilaisia lämpöön reagoivia liposomeja (Mura ym. 2013). Näissä liposomeissa 
lipidikaksoiskalvoon on liitetty jokin muu lämpötilamuutokselle herkkä molekyyli, jonka 
muutos mahdollistaa lääkeaineen vapautumisen. Esimerkiksi leusiinia (leucine zipper) on 
tutkittu tähän tarkoitukseen (Al-Ahmady ym. 2012). 
6 LIPOSOMIEN KÄYTTÖTARKOITUKSIA 
Liposomeja voidaan käyttää kantajina eri tarkoituksiin, kuten lääkeaineiden, peptidien, 
proteiinien ja DNA:n kantajana farmasiassa, mutta myös kosmetiikassa ja 
biokemiallisissa käyttötarkoituksissa (Ulrich 2002). Tässä kappaleessa keskitytään 
kuitenkin vain farmaseuttisiin käyttötarkoituksiin. Liposomeja käytetään esimerkiksi 
lääkeaineiden liukoisuuden kasvattamiseen, herkkien lääkemolekyylien suojaamiseen, 
lisäämään soluunottoa ja muokkaamaan lääkeaineiden farmakokinetiikkaa (hidastettu tai 
ohjattu vapautuminen) (Samad ym 2007).  Liposomeja voidaan annostella esimerkiksi 
injektioina, inhalaatioina ja silmätippoina.  
Markkinoilla on jo tällä hetkellä useita liposomivalmisteita. Ensimmäinen 
liposomaalinen valmiste markkinoilla oli doksorubisiinivalmiste Doxil® 
(USA)/Caelyx® (Eurooppa), jonka jälkeen markkinoille on tullut muitakin valmisteita. 
Taulukossa 1 on esitetty esimerkkejä markkinoilla olevista liposomaalisista valmisteista. 
Suuri osa valmisteista on syöpälääkkeitä, mutta mukana on myös esimerkiksi sienilääke. 
Liposomaalisia lääkevalmisteita on tutkittu ja kehitetty useisiin käyttötarkoituksiin, mutta 
edelleen suurimpana kiinnostuksen kohteena on ollut syöpälääkintä sekä geeniterapia 









Taulukko 1 Markkinoilla olevia liposomaalisia valmisteita (Muokattu lähteistä Bozzuto 
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Liposomaalisia syöpälääkkeitä on jo useita markkinoilla, kuten Taulukossa 1 on esitetty. 
Syöpälääkinnässä liposomit ovat olleet erittäin kiinnostava tutkimuskohde, sillä 
sytotoksiset lääkeaineet ovat soluille myrkyllisiä aineita (Çağdaş ym. 2014). 
Sytotoksisilla lääkeaineilla on yleensä erittäin pieni terapeuttinen ikkuna, eikä niiden 
annoksia välttämättä saada tarpeeksi suuriksi kasvainkudoksen tuhoamiseksi . 
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Liposomien avulla pystytään kohdentamaan lääkeaineita kasvaimeen ja vähentämää n 
lääkeaineiden haittavaikutuksia terveissä kudoksissa (Samad ym. 2007). 
Liposomit voidaan ohjata passiivisesti tai aktiivisesti kasvainkudokseen, jossa ne 
vapauttavat niihin kapseloidun syöpälääkkeen (Samad ym. 2007). Kuten edellä on 
esitetty, lääkeaineen vapautuminen liposomista voi tapahtua konsentraatiogradienttieron 
perusteella, jolloin liposomien teho perustuu niiden akkumuloitumiseen kasvaimessa tai 
vapautumista voidaan hallita erilaisilla signaaleilla, kuten valolla. Passiivinen 
kohdentaminen tapahtuu liposomien koon avulla perustuen kasvainkudoksen EPR-
ilmiöön, jossa kasvaimen verisuoniston läpäisevyys on suurempi verrattuna normaaliin 
kudokseen. Yleensä kooltaan 10-100 nm partikkelit akkumuloituvat kasvainkudokseen, 
mutta myös jopa 400 nm kokoiset partikkelit läpäisevät kasvainten verisuonistoa (Cheng 
ym. 2012).  
Aktiivista kohdentamista on hyödyllistä käyttää etenkin hoidettaessa pieniä metastaaseja 
(Cheng ym. 2012). Pienissä metastaaseissa ei esiinny EPR-ilmiötä ja verisuonitus on 
heikkoa, joten passiivinen kohdentaminen ei toimi yhtä tehokkaasti. Aktiiviseen 
kohdentamiseen on käytetty useita eri ligandeja. Immunoglobuliinit ja erityisesti IgG ovat 
olleet suosittuja, sillä ne pystytään liittämään liposomin pintaan kovalenttisesti 
vaikuttamatta liposomin tai immunoglobuliinin rakenteeseen (Torchilin 2005). Muita 
tutkittuja menetelmiä aktiiviseen kohdentamiseen ovat muut vasta-aineet, foolihappo ja 
transferriini. Ligandien käyttö perustuu lähinnä niiden reseptorien yli-ilmentymiseen 
syöpäkasvaimissa.  
6.2 Silmälääkintä  
Silmälääkintä on erittäin haastavaa, sillä lääkeaineiden imeytymistä estää erilaiset 
suojaavat mekanismit, kuten sarveiskalvo, nopea silmän pinnan puhdistuminen 
kyynelnesteen mukana ja räpäytysrefleksi (Urtti 2006; Mishra ym. 2011). Systeemistä 
annostelua vaikeuttaa veri-retina este, joka estää lääkeaineiden jakautumista silmään. 
Liposomeilla on pyritty lisäämään sarveiskalvon läpäisevyyttä, pidentämään 
puoliintumisaikaa ja kohdentamaan lääkeaineita retinaan. Liposomeja on tutkittu sekä 
silmän etu- että takaosan lääkinnässä erilaisten silmäsairauksien, kuten glaukoomaan 
(Natarajan ym. 2011) ja Herpes simplex -virusinfektioiden (Chetoni ym. 2004) hoidossa.   
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Lääkkeen annostelu voi tapahtua suoraan silmän pinnalle silmätippojen avulla, jolloin 
lääkeaineiden on imeydyttävä sarveiskalvon läpi. Liposomeja on tutkittu jo 1980-luvulla 
tehostamaan imeytymistä silmätipoista (Lee ym. 1985). Silmän pinnalle annosteltaessa 
liposomien varauksella on suuri merkitys; positiivisesti varautuneet liposomit läpäisevät 
sarveiskalvon paremmin kuin neutraalit tai negatiivisesti varautuneet liposomit (Inokuchi 
ym. 2010; Mishra ym. 2011). Varauksen lisäksi liposomin koko on olennainen tekijä 
silmälääkinnässä, pienemmät SUV-liposomit läpäisevät parhaiten sarveiskalvon. 
Liposomien avulla silmään annosteltavien lääkeaineiden määrät pienentyvät, joten 
pystytään vähentämään sekä paikallista että systeemistä toksisuutta. Liposomeilla on 
saatu jopa viisi kertaa parempi siprofloksasiinin läpäisy kanin sarveiskalvosta kuin 
lääkeaineen vesiliuoksella (Hosny 2010).  Myös silmälääkinnässä pystytään 
hyödyntämään liposomin pintaan liitettäviä ligandeja käyttämällä polymeereja, jotka 
lisäävät liposomien kiinnittymistä sarveiskalvoon ja sen läpäisyä (Mishra ym. 2011). 
Esimerkiksi kitosaanilla on saatu hyviä tuloksia lisäämään liposomien sarveiskalvon 
läpäisyä (Mehanna ym. 2010).   
Vaikka eläinkokeissa on saatu silmätipoilla lupaavia tuloksia, ei ihmisen suuremmassa 
silmässä saada välttämättä aikaan yhtä hyviä tuloksia etenkään silmän takaosan 
lääkinnässä (Lajunen ym. 2016b).  Silmän takaosassa lääkeaineiden konsentraatio jää 
usein pieneksi. Lasiaisinjektiot ovatkin toinen mahdollinen liposomaalisten 
lääkeaineiden annostelumuoto, jolloin liposomit mahdollistavat etenkin hitaan 
vapautumisen ja pitkät annosteluvälit, mikä lisää valmisteiden hoitomyöntyvyyttä (Zhang 
ym. 2010). Liposomien on todettu ylläpitävän esimerkiksi takrolimusiinin 
konsentraatiota lasiaisessa kaksi viikkoa yhden lasiaisinjektion jälkeen.   
Silmälääkinnässä olisi erittäin hyödyllistä, että lääkeaineen vapautumista voitaisiin 
säädellä. Aktivoituvia liposomeja onkin tutkittu silmälääkintää varten (Lajunen 2016b). 
Erityisesti valoaktivoituvat liposomit voivat olla erittäin hyvä mahdollisuus 
silmälääkinnässä, sillä valoa pystyttään helposti hyödyntämään silmässä. Edellä esitetyt 
ICG-liposomit saattavat olla erittäin lupaavia lääkekantajia vapauttamaan lääkeaineet 
silmän tietyssä osassa ja tiettynä aikana. ICG-liposomien toksisuutta on tutkittu ARPE-
19 soluilla, jotka ovat ihmisen verkkokalvon pigmenttiepiteelin soluja. Toksisuutta ei ole 
havaittu, joten ICG-liposomien voitaisiin olettaa olevan myös turvallisia 




Liposomeja on tutkittu keuhkojen kautta tapahtuvassa annostelussa esimerkiksi 
proteiineilla ja peptideillä (Gaspar ym. 2008). Inhalaation tavoitteena voi olla 
systeeminen annostelu tai paikallinen annostelu keuhkoihin. Inhaloiduilla liposomeilla 
tavoitellaan samoja etuja kuin liposomeilla syöpä- ja silmälääkinnässä, kuten 
lääkeaineiden vaikutuksen paranemista ja liukoisuuden kasvattamista. Inhaloiduilla 
liposomeilla pystytään myös suojaamaan keuhkoepiteeliä lääkeaineiden ärsytykseltä tai 
jopa toksisuudelta. Systeemisessä annostelussa imeytyneet lääkeainemäärät kasvavat, 
mutta keuhkoihin paikallisesti annosteltaessa pystytään vähentämään systeemisiä 
haittavaikutuksia (Çağdaş ym. 2014).  Tutkimuksissa ongelmana on ollut liposomien 
stabiilius inhalaattoreissa ja inhalaation aikana (Gaspar ym. 2008).  
6.4 Muita mahdollisia käyttötarkoituksia 
Liposomeja on tutkittu erilaisten proteiinien ja peptidien kuljetukseen elimistössä 
(Torchilin 2005).  Myös näiden kantajina liposomeja käytetään parantamaan peptidien ja 
proteiinien terapeuttista aktiivisuutta, suojaamaan niitä eliminoitumiselta ja vähentämää 
niihin usein liittyviä haittavaikutuksia. Liposomeja tutkitaan myös esimerkiksi 
geenikuljettimiksi geeniterapiaan (Guangfeng ym. 2002).   
Liposomeja on tutkittu myös insuliinin biologisen hyväksikäytettävyyden parantamiseksi  
oraalisessa annostelussa (Iwanaga ym. 1999; Kisel ym. 2001). Eläinkokeissa on todettu 
PEGyloituun liposomiin kapseloidun oraalisen insuliinin laskevan glukoosipitoisuuksia. 
Imeytymisen parantuminen ruuansulatuskanavasta saattaa johtua liposomien paremmasta 
interaktiosta ruuansulatuskanavan limakalvojen kanssa ja insuliinin suojaamisesta 
ruuansulatuskanavan olosuhteissa. Oraalisessa annostelussa on kuitenkin edelleen useita 
haasteita myös liposomien kanssa.  
Liposomeja on tutkittu myös oraalisten rokotteiden annon kehittämiseksi, jolloin 
virosomit ovat uusi tapa hyödyntää liposomeja (Çağdaş ym. 2014). Virosomeissa 
liposomien pinta on muokattu halutuilla virusproteiineilla. Niitä voidaan käyttää 
esimerkiksi influenssarokotteissa. Aiemmin liposomeja on käytetty myös rokotteiden 
adjuvantteina (Samad ym. 2007). Rokotteissa liposomeilla voidaan aktivoida sekä vasta-
ainevälitteistä että soluvälitteistä immuniteettia (Torchilin 2005). 
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Lääkinnällisen käytön lisäksi liposomeja voidaan hyödyntää lääkeaineiden tutkimuksessa 
(Beddoes ym. 2015). Niitä voidaan käyttää esimerkiksi tutkittaessa eri aineiden 
membraanien läpäisyä. Näissä tapauksissa on huomioitava liposomien eri ominaisuudet 
ja vuorovaikutukset eri aineiden kanssa riippuen esimerkiksi liposomien koosta ja 
rakenteesta.  
7 SOLUNSISÄINEN FARMAKOKINEETTINEN MALLINNUS 
Lääkeaineiden ja niiden metaboliittien konsentraatiot ovat usein tärkeitä tietoja 
lääketutkimuksessa (Chu ym. 2013). Konsentraatioita on mahdollista ennustaa 
simulaatiomallien avulla. Etenkin solujen sisällä olevia tarkkoja lääkeainepitoisuuksia on 
vaikea mitata, joten malleista saadaan tärkeää tietoa. Liposomien yksi kiinnostavimmista 
mahdollisista käyttötarkoituksista on syöpälääkkeiden kohdentaminen kasvaimeen. 
Syöpälääkkeiden tapauksessa vaikutuspaikka on usein tumassa, joten on tärkeää, että 
lääkeaine saadaan solun sisään liposomien avulla. Liposomeista on tehty useita erilaisia 
farmakokineettisiä malleja, kuten PK/PD malleja (Harashima ym. 1999; Soininen ym. 
2016) ja farmakokineettisiä malleja lääkeaineen vapautumisesta (Ait-Oudhia ym. 2012). 
Solunsisäistä kinetiikkaa kuvaavia malleja on tehty esimerkiksi tutkittaessa 
syöpälääkkeiden solun sisään vaikutuspaikalleen pääsevää lääkeainemäärää (Chunta ym. 
2012). 
Mallit mahdollistavat eri parametrien muuttamisen ja niiden vaikutusten tutkimisen. Näin 
voidaan löytää optimaaliset parametrit lääkkeenkuljetukselle. Esimerkiksi lääkkeen 
vapautumisnopeus liposomista on erittäin tärkeä parametri, jonka optimaalista arvoa 
voidaan etsiä mallien avulla (Harashima ym. 1999). Mallit antavat myös mielenkiintoista 
ja tärkeää tietoa lääkekantajien ominaisuuksien vaikutuksesta lääkeaineiden kinetiikkaan 
laajemmin (Ait-Oudhia ym. 2012). Niistä nähdään vapaan lääkeaineen kinetiikka, 
kokonaislääkeainemäärä ja lääkekantajan kinetiikka. Lääkekantajan ominaisuudet voivat 
muuttaa lääkeaineen kinetiikkaa selvästi.  
Solunsisäistä kinetiikka ennustavat mallit voivat tuoda huomattavasti tärkeää tietoa 
liposomiformulaatioiden kinetiikasta. Malleihin tarvitaan kuitenkin paljon eri 
parametreja, joten ennustaminen malleilla ei välttämättä ole mahdollista kovinkaan 
aikaisessa vaiheessa tutkimusta. Malleissa käytettyjä parametreja ovat esimerkiksi 
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lääkeaineen fysikokemialliset ominaisuudet ja in vitro dataan perustuvat tiedot, kuten 
passiivinen ja aktiivinen permeabiliteetti (Chu ym. 2013). Myöhemmässä vaiheessa 
voidaan käyttää in vivo farmakokineettistä dataa, jolloin voidaan tutkia eri parametrien 
muuttamisen vaikutusta valmisteen kinetiikkaan. Liposomivalmisteiden kanssa on 
huomioitava, että lääkeaineen vapautumiseen saakka se noudattaa liposomin kinetiikkaa, 
joten malleissa on tunnettava myös liposomien vastaavat parametrit kuin lääkeaineesta 
(Soininen ym. 2016). Kokonainen malli syntyykin yhdistettäessä sekä liposomin 
kinetiikkaa kuvaava malli että lääkeaineen kinetiikkaa kuvaava malli. Vaihtoehtoisesti 
malleja voidaan hyödyntää jo ennen in vitro ja/tai in vivo -tutkimuksia, jolloin mallien 
avulla pystytään suunnittelemaan esimerkiksi tutkimuksen näytteenottoaikoja.  
Solun biologian vajavainen tuntemus rajoittaa mallien luotettavuutta, sillä erilaiset 
ominaisuudet esimerkiksi kasvainsolussa saattavat muuttaa lääkeaineiden ja niiden 
kantajan kinetiikkaa huomattavasti (Chu ym. 2013). Suuri ongelma solunsisäisen 
pitoisuuden mallintamisessa on erilaisten aktiivisten transporttereiden ymmärtäminen. 
Kuljetus solun sisään tai solusta ulos voi olla käytännössä huomattavasti suurempaa tai 
vähäisempää kuin malleilla oletetaan esimerkiksi puuttuvien aktiivisten kuljetusten takia. 
Ongelmallista on myös näiden kuljetusmekanismien mahdollinen yksilöllisyys ja 
lajispesifisyys. Myös mahdollinen kuljetusreittien saturoituminen tulee huomioida 
malleissa.  
Solunsisäisen kinetiikan mallintamisen lisäksi voidaan mallintaa lääkeaineen 
farmakokinetiikkaa laajemminkin elimistössä. Fysiologiaan perustuvalla 
farmakokineettisellä mallinuksella (PBPK) pystytään ennustamaan lääkeaineen 
pitoisuuksia plasmassa sekä eri kudoksissa (Chu ym. 2013). Näin pystytään ennustamaan 
esimerkiksi potentiaalisia toksisia lääkeaineen vaikutuksia. Mallilla voidaan tutkia myös 
solusisäistä kinetiikkaa tarkemmin eri kudoksissa. Malliin tarvitaan erittäin paljon dataa, 
vähintään in vitro-kokeiden mekanistiset parametrit. Kinetiikan lisäksi malleilla voidaan 
ennustaa myös solunsisäisen lääkeainepitoisuuden ja lääkevasteen yhteyttä (Soininen ym. 
2016). Yleensä näitä malleja varten on tunnettava farmakokinetiikan lisäksi 
farmakologinen efekti ja sen aiheuttama fysiologinen muutos (Felmlee ym. 2012). Näillä 
malleilla pystytään tutkimaan tarvittavaa lääkeaineannosta ja esimerkiksi tarvittavaa 
liposomien lääkeainepitoisuutta, jotta saadaan aikaan riittävä farmakologinen vaste.  
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8 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
ICG-liposomeja on tutkittu aiemmin ja tulokset niistä ovat olleet erittäin lupaavia 
(Lajunen 2015; Lajunen 2016a). Kultananopartikkeliliposomien kanssa suuri ongelma on 
ollut koon säätäminen, mutta ICG-liposomeilla on oletettu, että kokoa voidaan säätää 
hyvinkin pieneksi. Tässä tutkimuksessa yksi tavoitteista olikin valmistaa 
mahdollisimman pieniä liposomeja laboratoriomme välineillä.  
ICG:n todettiin aiemmassa tutkimuksessa sijoittuvan PEG-molekyyleihin eikä 
lipidikaksoiskalvoon tietokonesimulaatioiden perusteella (Lajunen ym. 2016a). Yksi 
tutkielman tavoitteista oli tutkia, miten ICG:n paikka vaikuttaa liposomin ominaisuuksiin, 
kun se onkin lipidikaksoiskalvossa eikä PEG-molekyyleissä.  
ICG-liposomien kinetiikkaa ei ole aiemmin tutkittu farmakokineettisillä malleilla, joten 
niille haluttiin luoda oma solunsisäistä vapautumista kuvaava Stella-malli. Mallia varten 
pyrittiin saamaan kvantitatiivista dataa soluvapautumiskokeista.   
Tutkimuksen tavoitteet olivat: 
1) Tehdä mahdollisimman pieniä ICG-liposomeja ja verrata niiden ominaisuuksia 
suurempiin ICG-liposomeihin. 
2) Löytää mahdolliset erot kolmesta erilaisesta ICG-liposomiformulaatiosta ja löytää 
syyt mahdollisiin eroihin. 
3) Kvantitatiivisen toimivan soluvapautumiskokeen löytäminen. 
4) Liposomiin kapseloidun lääkeaineen solunsisäistä vapautumista kuvaavan 
farmakokineettisen mallin luominen. 
9 MATERIAALIT JA METODIT 
9.1 Liposomien valmistus  
9.1.1 100 nm kokoisten liposomien valmistus  
100 nm liposomeja valmistettiin kolmea eri formulaatiota (Kuva 7): alkuperäistä 
formulaatiota (Lajunen ym. 2016a), jossa ICG sijoittuu PEG-molekyyleihin (formulaatio 
A), PEGitöntä formulaatiota, jossa ICG:n sijoittuu lipidikaksoiskalvon sisään 
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(formulaatio B) ja PEGillistä formulaatiota, jossa ICG on lipidikaksoiskalvossa 
(formulaatio C). 
 
Kuva 7 Kolmen eri ICG-liposomiformulaation kaavakuvat A) PEG-formulaatio, jossa 
ICG on sijoittunut PEG-molekyyleihin (formulaatio A) B) PEGitön formulaatio, jossa 
ICG on lipidikaksoiskalvossa (formulaatio B) C) PEG-formulaatio, jossa ICG on 
lipidikaksoiskalvossa  (formulaatio C) 
 
Liposomien lipidikaksoiskalvon päälipidinä käytettiin 1,2-dipalmitoyyli-sn-glysero-3-
fosfokoliinia (DPPC). Muut lipidit olivat 1,2-distearoyyli-sn-glysero-3-fosfokoliini 
(DSPC), 1-stearoyyli-2-hydroksi-sn-glysero-3-fosfokoliini (Lyso PC), 1,2-distearoyyli-
sn-glysero-3-fosfoetanoliamiini (DSPE) ja 1,2-distearoyyli-sn-glysero-3-
fosfoetanoliamiini-N-[metoksi(polyetyleeniglykoli)-2000] (DSPE-PEG). PEGyloiduissa 
formulaatioissa A ja C käytettiin DSPE-PEG yhdistelmää ja PEGittömässä 
formulaatiossa B DSPE-lipidiä.  Lipidifilmi DPPC:DSPC:LysoPC:DSPE/DSPE-PEG 
valmistettiin moolisuhteessa 75:15:10:4. Valittu moolisuhde perustuu aiempaan 
tutkimukseen, jossa se todettiin ominaisuuksiltaan parhaaksi valoaktivoituviin ICG-
liposomeihin (Lajunen ym. 2016a). Kaikki lipidit oli ostettu Avanti Polar Lipidsiltä 
(Alabaster, AL, USA).  Muut aineet olivat ostettu Sigma-Aldrichilta (St. Louis, MO, 
USA).  
Liposomit valmistettiin ohutkalvon hydraation avulla, jonka jälkeen niiden koko 
optimoitiin puristamalla ne polykarbonaattikalvon läpi. Valmistusta varten lipidit 
liuotettiin kloroformiin ja ne sekoitettiin keskenään oikeassa moolisuhteessa (lipidejä 
yhteensä 10 µmol). Metanoliin liuotettu ICG (0,2 µmol) lisättiin lipidiseokseen, kun se 
haluttiin sijoittaa lipidikaksoiskalvoon (formulaatiot B ja C).  Kloroformi ja metanoli 
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haihdutettiin 400-450 mbar paineessa 65 C°:ssa. Kun kaikki kloroformi/metanoli vaikutti 
haihtuneen, paine laskettiin vielä 100 mbar alapuolelle 10 minuutiksi. Muodostunut 
lipidikalvo hydratoitiin 500 µl:lla puskuriliuosta (HEPES 20 mM ja natriumkloridi 140 
mM, 280 mOsm, pH 7,4) tai kalseiiniliuosta (60 mM, 280 mOsm, pH 7.4), riippuen siitä 
haluttiinko liposomeihin kapseloida kalseiinia. ICG (0,2 µmol) lisättiin 
hydratointiliuokseen, kun se haluttiin sijoittaa PEGiin (formulaatio A). Hydratointi 
tapahtui vesihauteessa (65 °C) välillä sekoittaen. Etenkin alussa sekoitusta tehtiin erittäin 
usein, jotta lämpöherkkä ICG sitoutuisi tehokkaasti PEGin kanssa ja stabiloituisi. 
Hydratointia jatkettiin noin 60 minuuttia.  
Liposomien koko optimoitiin ekstruusion avulla ruiskuekstruusiolaitteella (Avanti Polar 
Lipids) 60 °C lämpötilassa: liposomit puristettiin ensin 11 kertaa 200 nm 
polykarbonaattikalvon läpi ja sen jälkeen 11 kertaa 100 nm polykarbonaattikalvon läpi. 
Sen jälkeen näyte jäähdytettiin nopeasti juoksevan kylmän veden alla liposomien 
transitiolämpötilan (Tc=45 °C) alapuolelle.  
Näytteiden puhdistus tehtiin geelifiltraation avulla Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich) 
kolonnin läpi. Näyte eluoitiin kolonnissa HEPES-puskuriliuoksella. Puhdistuksen jälkeen 
laskennallinen lipidikonsentraatio näytteissä oli 1,5 mM.  
9.1.2 Pienten liposomien valmistus 
Pienet liposomit (40 nm) valmistettiin edellä kuvatun ohutkalvon hydraation mukaisesti, 
mutta ICG sijoitettiin vain PEGiin kuten 100 nm formulaatiossa A. Pieni koko optimoitiin 
sonikoimalla liposomeja ensin 15 minuuttia lämmitetyssä (65 °C) 
vesihaudesonikaattorissa, jonka jälkeen ne ekstruudattiin ensin 100 nm 
polykarbonaattikalvon läpi 11 kertaa ja viimeiseksi 30 nm polykarbonaattikalvon läpi 11 
kertaa. Viimeisen ekstruudauksen jälkeen näyte jäähdytettiin nopeasti juoksevan kylmän 
veden alla liposomien transitiolämpötilan (Tc=45,5 °C) alapuolelle. Puhdistus tehtiin 
kuten 100 nm liposomeilla.  
9.2 Liposomien koon mittaaminen dynaamisella valonsironta -menetelmällä 
Liposomien koko mitattiin dynaamisella valonsironta -menetelmällä (Dynamic light 
scattering, DLS) ZetaSizer APS laitteella (Malvern Instruments, Malvern, Iso-Britannia). 
Mittaukseen käytettiin puhdistettua liposominäytettä 50 µl. Näytteistä tehtiin aina kolme 
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rinnakkaismittausta, joista koko laskettiin keskiarvona.  Kokojakaumaa tarkasteltiin sekä 
partikkelien lukumäärän että intensiteetin perusteella. Intensiteettiprosentin perusteella 
tutkittiin myös aggregaattien osuutta näytteissä.  
9.3 Valotuskoe 
Valotuskokeet tehtiin liposomeilla, joihin oli kapseloitu valmistuksen aikana kalseiinia. 
Puhdistetut liposominäytteet (450 µl, 1,5 mM) lämmitettiin (37 °C) Thermomixer C 
lämmityslaitteessa (Eppendorf AG, Hampuri, Saksa). Valotettavia näytteitä al tistettiin 
808 nm laserilla (Modulight, Tampere, Finland) 5-120 s laserteholla 9,7 W/cm2. 
Laseraltistusten aikana kontrollinäytettä pidettiin samassa lämmittimessä suojattuna 
valoenergialta, jotta voitiin nähdä myös mahdollinen lämmityksen aiheuttama 
vapautuminen. Näytteet jäähdytettiin nopeasti jään avulla vapautumiskokeen jälkeen, 
jotta lämmön aiheuttama vapautuminen saatiin pysäytettyä.  
Valotetut näytteet laimennettiin kalseiinin fluoresenssimittausta varten valkoiselle 
Optiplate-96-kuoppalevylle (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA): 250 µl HEPES-
puskuriliuosta ja 2,5 tai 5 µL liposominäytettä riippuen näytteen vapautuneesta kalseiini 
pitoisuudesta. Valotetun- ja kontrollinäytteen lisäksi mitattiin pitoisuudet näytteestä, jota 
ei ollut lämmitetty tai valotettu ja 100 % kalseiinista vapauttaneesta näytteestä. 
Täydellinen kalseiinin vapautuminen saatiin aikaan 10 µl:lla 10-prosenttista Triton X-100 
liuosta.  Näytteiden fluoresenssi mitattiin Varioskan Flash plate reader -laitteella (Thermo 
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) käyttämällä eksitaatio aallonpituutta 495 nm 
ja emissio aallonpituutta 515 nm. Pitoisuudet mitattiin kolmesta rinnakkaisesta 
näytteestä.  





 x 100 %, 
jossa F on näytteen fluoresenssi, F0 jääkaappinäytteen fluoresenssi eli taustafluoresenssin 




Lämpötilan aiheuttamaa aineiden passiivista vapauttamista liposomeista tutkittiin 
Thermomixer C lämmityslaitteella (Eppendorf AG, Hampuri, Saksa) lämpötiloissa 35-47 
°C. Näytteissä käytettiin liposomeja, joihin oli kapseloitu kalseiinia. Puhdistettua 
liposominäytettä laimennettiin HEPES-puskuriliuokseen suhteessa 1:50. Näytteitä 
lämmitettiin 10 minuuttia samalla sekoittaen (300 rpm), minkä jälkeen näytteet pidettiin 
jäissä fluoresenssin mittaukseen saakka.  Mittaus tapahtui Varioskan Flash plate reader -
laitteella edellä kuvatun menetelmän mukaisesti (n=3). Kontrollinäytteinä käytettiin 
jääkaapissa säilytettyä näytettä ja 100 % kalseiinista vapauttanutta näytettä. 
Vapautumisprosentit laskettiin edellä esitetyn kaavan mukaisesti. 
9.5 Transitiolämpötilan mittaaminen differentiaalisella pyyhkäisykalorimetrillä 
Liposomien transitiolämpötila mitattiin differentiaalisella pyyhkäisykalorimetrillä (DSC, 
Differential scanning calorimetry, Mettler Toledo DSC823e, Mettler-Toledo GmbH, 
Greifensee, Sveitsi). Menetelmässä 20 µl puhdistamatonta liposominäytettä pipetoitiin 
alumiinipannuun, joka suljettiin alumiinikannella. Ennen sulkemista kanteen tehtiin kaksi 
reikää estämään paineen nousua pannussa. Näytepannua lämmitettiin tasaisesti ja 
transitiolämpötila luettiin piikistä entalpiakuvaajassa (analysointi ohjelmalla STARe 
software, Mettler-Toledo). Referenssipannuna käytettiin tyhjää pannua. Tämän takia 
tuloksissa näkyi myös veden haihtumisen vaikutus, joten tehtiin baselinen korjaus 
Microsoft Excel ohjelmalla, jolloin tuloksissa näkyy vain lipidien aiheuttama muutos.  
9.6 Zeta-potentiaalin mittaaminen dynaamisella valonsironta -menetelmällä 
Zeta-potentiaalin mittaukseen käytettiin dynaamista valonsironta -menetelmää ja mittaus 
tehtiin ZetaSizer Nano -laitteella (Malvern Instruments, Malvern, Iso-Britannia). Mittaus 
tehtiin pudistetuista liposominäytteistä ja kaikista näytteistä tehtiin kolme mittausta. 
Puhdistetuissa liposominäytteissä liposomit ovat liuotettuna HEPES-puskuriin. 
Lämpötila oli koko mittauksen ajan 25 °C.  
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9.7 Säilyvyyskoe  
9.7.1 Pienet liposomit 
Pienillä liposomeilla (40 nm) tehdyssä kokeessa puhdistettuja liposomeja säilytettiin 
kolmessa lämpötilassa +4 C°, +22 C° ja +37 °C. Tutkimus tehtiin näissä lämpötiloissa, 
sillä haluttiin tutkia ICG-liposomien säilyvyyttä jääkaappilämpötilassa ja 
huoneenlämmössä säilytyksen aikana sekä säilyvyyttä elimistön lämpötilassa. Näytteitä 
otettiin eri aikapisteissä 102 päivän ajan. Puhdistettujen liposominäytteiden konsentraatio 
oli 1,5 mM ja ne olivat liuotettuna HEPES-puskuriliuokseen. Tutkimuksen aikana 
seurattiin liposomien kokoa ja koko mitattiin DLS-laitteistolla, kuten edellä on kuvattu.  
9.7.2 100 nm liposomit 
Säilyvyyskoe tehtiin kaikilla kolmella liposomiformulaatiolla (formulaatiot A, B ja C). 
Kokeella haluttiin nähdä ICG:n sijoittumisen vaikutus liposomien säilyvyyteen. 
Liposomeja säilytettiin laimennettuina kolmessa lämpötilassa +4 C°, +22 C° ja +37 °C. 
Näytteitä otettiin eri aikapisteissä 19 päivän ajan. Jokaisessa lämpötilassa oli kolme 
rinnakkaisnäytettä.  
Puhdistetut liposomit (1,5 mM) laimennettiin HEPES-puskuriliuoksella jo ennen 
säilytyksen aloittamista, jolloin laimennoksia ei tarvinnut tehdä kuoppalevyillä ennen 
mittauksia. Tutkimuksessa mitattiin kokoa 1:10 laimennoksesta DLS-laitteistolla, kuten 
edellä on esitetty. Kalseiinin vuotoa mitattiin 1:50 laimennoksesta edellä kuvatulla 
Varioskan Flash plate reader -mittauksella ja vapautunut osuus laskettiin fluoresenssin 
perusteella. Kaikista liposomeista mitattiin myös ICG:n säilyvyyttä mittaamalla sen 
absorbanssia 3:5 laimennoksesta. Myös ICG:n absorbanssi mitattiin Varioskan Flash 
plate reader -laitteella käyttämällä mustaa, pohjasta kirkasta 96-kuoppalevyä (Corning 
Inc., Corning, NY, USA). Mittauksessa käytettiin aallonpituutta 800 nm.  
9.8 Hajonneen ICG:n vaikutus liposomeihin 
ICG hajoaa valotettaessa (Viitala ym. 2016), joten koetta varten HEPES-
puskuriliuokseen liuotettua ICG:tä hajotettiin valottamalla laserilla 20 minuuttia (37 °C). 
Hajonneen ICG:n vaikutusta tutkittiin sekä PEGillisillä liposomeilla (formulaatio A) että 
PEGittömillä liposomeilla (formulaatio B), joihin ei valmistuksen aikana lisätty ICG:tä . 
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Liposomeihin kapseloitiin kalseiinia.  Hajonnutta ICG:tä sekoitettiin liposomien kanssa, 
niin että ICG-pitoisuus näytteissä oli sama kuin liposomeissa normaalisti, puolet 
normaalista pitoisuudesta, kaksi kertaa suurempi kuin normaalipitoisuus ja kymmenen 
kertaa suurempi kuin normaalipitoisuus. Liposomeja ja hajonnutta ICG:tä inkuboitiin 
yhdessä yhden vuorokauden ajan. Näytteet otettiin yhden tunnin ja yhden vuorokauden 
aikapisteissä. Näytteistä mitattiin vapautuneen kalseiinin määrä edellä kuvatulla 
Varioskan Flash plate reader -laitteella.  
9.9 Solukokeet  
9.9.1 Soluviljely 
Erikoistyössä käytettiin ihmisen verkkokalvon pigmenttiepiteelin solulinjaa (ARPE-19). 
Kasvatusliuoksena käytettiin D-MEM-liuosta, johon lisättiin 10 % syntymättömän 
vasikan seerumia (FBS, fetal bovine serum), 1 % penisilliiniä, 1 % streptomysiiniä ja 1 
% L-glutamiinia. Solujen kasvatus tapahtui 75 cm2 soluviljelypullossa. Solut jaettiin 
kerran viikossa 1xPBS:n (5 ml) ja trypsiinin (2 ml) avulla. Lisäksi kerran viikossa 
vaihdettiin solujen kasvatusliuos jakamatta soluja. Soluja inkuboitiin +37 °C lämpötilassa 
ja 5 %:n hiilidioksidipitoisuudessa.  
9.9.2 Liposomien solussa vapauttaman SYTOX red -soluleiman mittaaminen 
Tätä koeasetelmaa varten ARPE-soluja jaettiin 24-kuoppalevylle 150 000 solua/kuoppa. 
Yhdellä levyllä oli kaksi valotettavaa kuoppaa, kaksi liposomikontrollikuoppaa ja yksi 
kontrollikuoppa. Kuoppien nestetilavuus solujen ja mediumin kanssa oli 1 ml. Soluja 
inkuboitiin edellä kuvatuissa olosuhteissa yön yli seuraavan päivän mittauksia varten. 
Koetta varten valmistettiin alkuperäisiä 100 nm kokoisia liposomeja (formulaatio A), 
kuten edellä on esitetty, mutta kalseiinin asemasta liposomien vesitilaan kapseloitiin 
SYTOX red -soluleimaa (2 nM) (Thermo Fisher Scientific), jonka fluoresenssi kasvaa 
sen sitoutuessa DNA:han tai RNA:han.  
Ennen valotuksia solujen vanhat mediumit vaihdettiin niiden pesun jälkeen testiliuoksiin, 
jotka sisälsivät 0,5 ml seerumitonta D-MEM-liuosta ja 0,5 ml puhdistettuja liposomeja 
(näytteet) tai 0,5 ml HEPES-puskuriliuosta (kontrollit). Soluja inkuboitiin 1,5 tuntia 
näissä liuoksissa, minkä jälkeen liuokset poistettiin ja lisättiin 0,5 ml mediumia. Soluja 
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valotettiin 5-60 sekuntia lämpötilassa 37 °C. Jokaisella valotetulla kuopalla oli koko ajan 
liposomeja sisältävä kontrollikuoppa, joka käsiteltiin muuten vastaavasti, mutta laserilta 
suojattuna. Valotusten jälkeen mediumit poistettiin ja solut irrotettiin Trypsiinin avulla, 
minkä jälkeen ne suspensoitiin PBS:llä.   
SYTOX redin fluoresenssia mitattiin virtaussytometrilla (FACS, BD LSR II flow 
cytometer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Virtaussytometrin asetuksina 
käytettiin eksitaationa 633 nm ja emissiona 660 nm. Valotuksen aiheuttama 
vapautuminen suhteutettiin kontrolleissa näkyvään fluoresenssiin ja suurentuneiden 
fluoresenssiarvojen perusteella saatiin kvantitoitua dataa liposomien solujen sisällä 
vapauttamasta SYTOX red -soluleimasta. 
9.10 Solunsisäinen simulaatiomalli  
Simulaatiomalleihin käytettiin Stella® -ohjelmistoa (Isee Systems, Inc., Lebanon, USA). 
Mallit on esitetty Kuvassa 8 ja käytetyt parametrit Taulukossa 2. Tarkemmat kuvat ja 
yhtälöt malleista on esitetty Liitteessä 1. Tarkoituksena oli kuvata liposomien kinetiikkaa 
solun sisällä ja tuloksena saada vapaan lääkeaineen pitoisuuksia intrasellulaaritilassa. 
Simulaatioilla haluttiin tutkia valotuksen vaikutusta vapautuneen lääkeaineen 
pitoisuuksiin.  
Mallissa soluunotto on oletettu nopeaksi. Ensimmäisessä mallissa lääkeainetta vapautuu 
vain endosomissa. Simulaatioilla on tutkittu, miten lääkeaineen pitoisuus muuttuu, jos 
valotuksella endosomista vapautuva lääkeaineen määrä saataisiin kasvatettua kaksin- tai 
jopa kolminkertaiseksi. Ilman valotusta lääkeaineesta on oletettu päätyvän lysosomiin 99 
% tai 95 %. Valotuksen ansiosta oletettiin, että lääkeaineesta voi vapautua endosomista 
10 % tai 15 %. Lääkeaineen poistuminen solusta on oletettu perustuvan lähinnä 
lääkeaineen solukalvon permeabiliteettiin, jonka vaikutusta tutkittiin muuttamalla 
permeabiliteettikerrointa. Simulaatiossa oletettiin, että solu ottaa yhden tai kymmenen 
liposomia sisäänsä. Liposomin lääkeainemäärä perustuu Doxil®-valmisteen 
lääkeainemäärään ja 100 nm liposomien tilavuuteen. Toisessa mallissa oletetaan, että 
valotuksen avulla liposomit pystyvät vapauttamaan kapseloitua ainetta myös 
lysosomeista. Vapautumisen lisääntymisen olettaminen perustuu aiempaan 
tutkimukseen, jossa todettiin valotuksen lisäävän vapautumista (Lajunen ym. 2015). 
Vapautuminen saattaa perustua lämmön aiheuttamaan endosomien ja lysosomien 
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suurentuneeseen läpäisevyyteen tai liposomien ja vesikkeleiden fuusioitumiseen näiden 
organellien kalvojen kanssa. Lääkeaineen vapautumisnopeutena käytettiin nopeutta, jolla 




Kuva 8 Kaavakuvat tehdyistä Stella-malleista. A) Ensimmäisessä mallissa oletettiin, että 
lääkeainetta ei vapaudu lysosomista ja muuttuva tekijä oli lysosomiin kulkeutuva 
lääkeaine B) Toisessa mallissa lääkeainetta vapautuu myös lysosomista valotuksen 















 600 µm2 
Psolu
 0,08x10-3 tai 0,08x10-5 µm/s 
Vsolu 1000 µm3 
klysosomi  0,85-0,99 1/s 
kvapautuva la 0,01-0,15 1/s 
ksolu 1 1/s 
kvalotus 0,067 1/s 
 
10 TULOKSET 
10.1 Pienet liposomit 
Pienten liposomien kokoa mitattiin DLS-menetelmällä. Koko on esitetty Kuvassa 9 
verrattuna aiemminkin valmistettuihin 100 nm liposomeihin. Pienten liposomien kooksi 
saatiin noin 40 nm.   
 
 
Kuva 9 Pienien liposomien koko verrattuna isompiin 100 nm liposomeihin. Pienten 


















Pienistä liposomeista mitattiin energiamuutosta lämpötilagradientissa, josta voitiin 
päätellä transitiolämpötila. Näitä tuloksia verrattiin isompiin liposomeihin tutkimalla 
saman formulaation (formulaatio A) 100 nm kokoisten liposomien transitiolämpötilaa. 
Kummankin kokoisten liposomien transitiokäyrät on esitetty Kuvassa 10. Pienempien 
liposomien transitiolämpötila on korkeampi kuin isommilla liposomeilla; isommilla 
liposomeilla lämpötila on noin 45 °C ja pienillä noin 45,5 °C. Pienillä liposomeilla piikki 
alkaa myöhemmin, mutta se myös jatkuu selkeästi pidempään lämmityksen jatkuessa.  
  
 
Kuva 10 Transitiolämpötilan mittaus pienistä liposomeista (yhtenäinen viiva) ja 100 nm 
kokoisista liposomeista (katkoviiva) 
 
Kuvassa 11 on esitetty pienten liposomien ja 100 nm liposomien kalseiinin 
vapautumisprosentti eri valotusajoilla. Valotukset tehtiin laserteholla 9,7 W/cm2. 
Isommat liposomit vapauttavat kaiken kalseiinin jo 15 sekunnin valotuksen aikana, mutta 
pienillä liposomeilla 15 sekunnin aikana vapautuu vain noin 50 % kalseiinista. Täydellistä 
vapautumista pienillä liposomeilla ei saada aikaan, vaan pitkälläkin valotuksella 
kalseiinista vapautuu noin 80 %. Vapautumisessa ei juurikaan huomata eroja yhden ja 
kahden minuutin valotuksien välillä, joten yhden minuutin valotus näyttäisi riittävän 

























Kuva 11 Kalseiinin vapautuminen liposomeista. Näytteet lämmitettiin 37 °C ja valotettiin 
9,7 W/cm2 laserilla eri aikoja. A) Kalseiinin vapautuminen pienistä liposomeista (40 nm) 
eri valotusajoilla. B) Kalseiinin vapautuminen 100 nm liposomeista eri valotusajoilla.  
 
Pienten liposomien säilyvyyskokeen tulokset 102 päivän aikana on esitetty Kuvissa 12-
14. Ensimmäisessä Kuvassa 12 on esitetty liposomien koko, kun kokojakaumaa 
tarkasteltiin numeerisen analyysimenetelmän (Size Distribution by Number) perusteella, 
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joka kuvaa liposomien tyypillistä kokoa. Tulosten perusteella pienten liposomien koko 
näyttää pysyvän melko vakiona kaikissa kolmessa lämpötilassa yli 3 kuukauden ajan.  
 
 
Kuva 12 Pienten liposomien koko numeerisen analyysimenetelmän perusteella 102 
vuorokauden aikana lämpötiloissa 4, 22 ja 37 C°. 
 
Kuvissa 13 ja 14 kokojakaumaa on analysoitu intensiteetin perusteella, jolloin myös 
näytteiden isommat partikkelit näkyvät tuloksissa, vaikka niiden määrä näytteessä olisi 
hyvin pieni.  Intensiteetin perusteella osassa näytteistä näkyy muutaman prosentin 
osuuksia hyvin isoja partikkeleja (3000-5000 nm), jotka todennäköisesti ovat roskaa 
näytteessä, joten näitä ei ole huomioitu kuvaajissa. Varmoja tästä ei kuitenkaan voida olla 
ilman näytteiden visuaalista tarkastelua. Kuvassa 13 on kuvattu aggregaattien suhteellista 
määrää näytteissä. Prosentit ovat intensiteettiprosentteja, joten se ei kuvaa aggregaattien 
oikeaa määrää näytteessä, mutta sen avulla voidaan verrata aggregaattien määrää eri 
aikapisteissä ja lämpötiloissa. Jokaisessa näytteessä aggregaattien määrä nousee 
viimeistään 10 päivän jälkeen. Koon tarkastelussa Kuvassa 14 on huomioitu painotettuna 
keskiarvona myös aggregaatit. Painotettu keskiarvo on laskettu intensiteettiprosenttien 
avulla huomioimalla eri kokojen piikkien osuudet kokojakaumasta. Kuvien perusteella 
koko alkaa suurentua samaan aikaan, kun aggregaattien määrä alkaa suurentua. 
Liposomien koko on jo alkupisteessä 100 nm, mutta se kasvaa osassa näytepisteissä jopa 






















Kuva 13 Pienten liposomien säilyvyyskokeen aikana syntyneiden aggregaattien osuus 
102 vuorokauden aikana lämpötiloissa 4, 22 ja 37 C°. Suhteellinen osuus kuvattiin 
intensiteettiprosentin perusteella, joten se ei kerro suoraan aggregaattien oikeaa  





Kuva 14 Pienten liposomien koko intensiteetin perusteella painotettuna keskiarvona, kun 
huomioidaan aggregaatit 102 vuorokauden aikana lämpötiloissa 4, 22 ja 37 C°. Painotettu 






















































10.2 ICG:n sijoittumisen vaikutus 
ICG:tä sijoitettiin eri osiin 100 nm liposomissa, jolloin saatiin kolme erilaista 
liposominäytettä, joita verrattiin keskenään. Alkuperäisessä formulaatiossa A ICG 
sijoittuu PEG-molekyyliin, joka on lipidikerroksen ulkopuolella (Lajunen ym. 2016a). 
PEGittömässä formulaatiossa B ICG on sijoittuneena lipidikaksoiskalvoon. 
Formulaatiossa C ICG on pyritty sijoittamaan ainakin osittain lipidikaksoiskalvoon 
valmistusmenetelmän perusteella, mutta ICG saattaa sijaita myös PEG-molekyyleissä, 
kuten formulaatiossa A.  Kuvassa 7 on esitetty kaavakuva näistä eri formulaatioista. 
Eri ICG-formulaatioilla tutkittiin niiden välisiä eroja eri fysikaalisilla menetelmillä, joita 
on tehty jo aiemminkin alkuperäisellä formulaatiolla A (Lajunen ym. 2016a). Kuvassa 15 
on esitetty kaikkien kolmen formulaation vapauttama kalseiinin määrä valotusajoilla 5 ja 
15 sekuntia. Viiden sekunnin valotusajalla formulaatioilla on merkittäviä eroja kalseiinin 
vapautumisella (p<0,05). Eniten kalseiinia vapauttaa PEGitön formulaatio B, mutta myös 
sen valottamaton kontrolli vapauttaa kalseiinia enemmän kuin muiden formulaatioiden 
kontrollit. Vähiten kalseiinia 5 sekunnin valotuksella vapauttaa formulaatio A, jossa ICG 






























Kuva 15 Formulaatioiden vapauttama kalseiinin osuus 5 ja 15 sekunnin aikana. 
Statistinen analyysi 5 sekunnin valotusten välillä: *P-arvo<0,05 **P-arvo<0,005 
 
Kalseiinin passiivinen vapautuminen lämmön avulla on kuvattu Kuvassa 16. PEGitön 
formulaatio B vapauttaa kalseiinia alemmissa lämpötiloissa kuin muut formulaatiot. 
Korkeimmassa lämpötilassa kalseiinia vapauttaa formulaatio, jossa ICG on PEG-
molekyyleissä eikä lipidikaksoiskalvossa (formulaatio A). Formulaatiossa C 
vapautumisen alkaminen sijoittuu kahden muun formulaation välille. PEGittömässä 
formulaatiossa B maksimaalinen vapautuminen saavutetaan jo lämpötilassa 39 °C, kun 
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Kuva 16 Eri formulaatioiden passiivisesti lämmön avulla vapauttama kalseiinin osuus eri 
lämpötiloissa 
 
Formulaatioiden transitiolämpötilat on esitetty Kuvassa 17. Transitiolämpötiloissa ei 
juurikaan ole eroa eri lämpötilojen välillä. Formulaatioiden transitiolämpötila on noin 45 
°C.  Ainoastaan formulaatiossa C, jossa ICG on pyritty sijoittamaan lipidikaksoiskalvoon, 
näkyy pieni transitiolämpötilan siirtyminen alemmaksi. Siinä transitiolämpötila alkaa 































Kuva 17 Eri formulaatioiden transitiolämpötilat  
 
Formulaatioista mitatut z-potentiaalit on esitetty Taulukossa 3. Niiden välillä ei ole 
merkittävää eroa ja kaikki ovatkin hyvin lähellä -4:ää.  
 
Taulukko 3 Eri formulaatioiden z-potentiaaliarvot ja keskihajonnat  
Keskiarvo (mV) Keskihajonta (mV) 
Formulaatio A -4.443 2.230 
Formulaatio B -4.683 0.342 
Formulaatio C -3.28 0.544 
 
 
Kolmen eri valmisteen säilyvyystutkimuksen tulokset on esitetty Kuvissa 18-20. Kaikissa 
tutkimuksissa tulokset on esitetty kolmesta eri säilytyslämpötilasta 4, 22 ja 37 °C. 
Ensimmäisessä Kuvassa 18 on esitetty kaikkien formulaatioiden koko. Jokaisen 
formulaation koko näyttäisi muuten säilyvän, mutta 4 C°:ssa huomataan PEGittömän 





























Kuva 18 Eri formulaatioiden koko eri päivinä säilyvyyskokeen aikana lämpötiloissa 4, 
22 ja 37 C° 
 
Kuvassa 19 on esitetty ICG:n säilyminen tutkimuksen aikana. Formulaatiossa C ICG 
vaikuttaa säilyvän vain 4 C°:ssa. 22 C°:ssa ICG:n hajoaminen on alkanut viiden päivän 
kohdalla ja 37 C°:ssa hajoaminen on alkanut jo toisen päivän kohdalla. PEGittömällä 
formulaatiolla B hajoamista ei juurikaan tapahdu ja kaikissa lämpötiloissa tutkimuksen 
lopussa ICG:tä on jäljellä noin 80 % alkuperäisestä. Formulaatiolla A ICG:n pitoisuus 
säilyy noin 80 % muuten, mutta 37 C°:ssa viimeisen mittauspisteen kohdalla määrä 




Kuva 19 Eri formulaatioiden ICG:n säilyminen prosentteina säilyvyyskokeen aikana 
lämpötiloissa 4, 22 ja 37 C° 
 
Kuvassa 20 on esitetty kalseiinin passiivinen vuoto eri formulaatioista. 4 C°:ssa vuotoa 
ei ole juuri missään formulaatiossa tutkimusaikana. 22 C°:ssa vuotoa alkaa tapahtua 
formulaatiossa C, mutta kahdessa muussa formulaatiossa ei vielä tässäkään lämpötilassa 
tapahdu vuotoa. Loppupisteessä formulaatiosta C kalseiinia on vapautunut noin 8 % ja 
vapautuminen alkaa jo viiden päivän kohdalla. 37 C°:ssa kaikissa formulaatioissa 
tapahtuu kalseiinin vuotoa jo heti ensimmäisen päivän aikana, mutta suurinta se on 
formulaatiossa C. Formulaatiosta C kalseiinia on vapautunut loppupisteessä noin 20 %, 




Kuva 20 Liposomien vapauttama kalseiinin osuus säilyvyyskokeen aikana lämpötiloissa 
4, 22 ja 37 C° 
 
Hajonneen ICG:n vaikutus kalseiinin vapautumiseen on esitetty Kuvassa 21. 
Normaalipitoisuudella hajonneella ICG:llä ei näytä olevan vaikutusta kalseiinin vuotoon 
edes päivän inkuboinnin jälkeen PEGillisessä formulaatiossa A. PEGittömässä 
formulaatiossa B päivän jälkeen vapautuminen on suurempaa varsinkin 
kymmenenkertaisella ICG-pitoisuudella, mutta myös muilla pitoisuuksilla vapautuminen 







Kuva 21 Kalseiinin vapautuminen liposomeista, kun niihin on lisätty hajotettua ICG:tä 
eri pitoisuuksilla (1: pitoisuus, joka ICG:tä on liposomeissa normaalisti, 0,5: puolet 
normaalista pitoisuudesta, 2: kaksinkertainen pitoisuus normaalista ja 10: 
kymmenenkertainen pitoisuus normaalista.) Mittaukset on tehty 1 tunnin kuluttua ja 1 
vuorokauden kuluttua hajonneen ICG:n lisäämisen jälkeen. A) Liposomit, jossa on PEG 
(formulaatio A) B) PEGitön liposomi (formulaatio B) 
 
10.3 ICG-liposomien soluunotto 
Soluunottoa tutkittiin Sytox red -soluleimalla, jotta voitiin tutkia vapauttavatko liposomit 
aineen solussa soluunoton jälkeen. Tulokset on esitetty Kuvassa 22. Kuvaaja on muokattu 
niin, että taustafluoresenssi on poistettu tuloksista. Sytox redin fluoresenssi nähdään 
soluissa heti viiden sekunnin valotuksen jälkeen ja fluoresenssin määrä kasvaa koko ajan 
valotusajan kasvaessa. Tulokset osoittavat, että liposomit otetaan solun sisään ja 





Kuva 22 Sytox red -soluleiman fluoresenssi soluissa. Fluoresenssi kasvaa leiman 
sitoutuessa DNA:n kanssa, joten kuvaaja osoittaa liposomien vapauttavan leiman solussa 
ja sen pääsevän endosomien ulkopuolelle ja valotuksen nostavan vapautuvaa ainemäärää. 
 
10.4 Simulaatiot 
Ensimmäisellä mallilla tutkittiin, miten endosomiin päätyvä osuus ja lääkeaineen koko 
vaikuttavat vapaan lääkeaineen pitoisuuksiin solussa. Simulaatioista saadut kuvaajat on 
esitetty Kuvassa 23. Simulaatioiden perusteella valotuksella voidaan saada suurta etua, 
kun pitoisuuksia solussa voidaan sen avulla nostaa. Suurempi merkitys olikin endosomiin 
menevällä määrällä kuin lääkeaineen puhdistumalla. Suurilla molekyyleillä nähdään 



















Kuva 23 Mallilla 1 saadut simulaatiokuvaajat vapaan lääkeaineen konsentraatiosta. 
Mallissa lääkeaineen vapautumista tapahtuu vain endosomista. A) Yhden liposomin 
annoksella saadut kuvaajat pienellä molekyylillä, B) Kymmenen liposomin annoksella 
saadut kuvaajat pienellä molekyylillä, C) Yhden liposomin annoksella saadut kuvaajat 
suurella molekyylillä ja D) Kymmenen liposomin annoksella saadut kuvaajat pienellä 
molekyylillä. 
 
Toisella mallilla saadut kuvaajat vapaan lääkeaineen konsentraatiosta on esitetty Kuvassa 
24. Pitoisuudet kasvavat selkeästi verrattuna ensimmäisen mallin kanssa saatuihin 
pitoisuuksiin verrattuna. Endosomiin päätyvällä osuudella ei enää ole tässä tapauksessa  








Kuva 24 Mallilla 2 saadut simulaatiokuvaajat vapaan lääkeaineen konsentraatiosta. 
Mallissa lääkeaineen vapautumista tapahtuu myös lysosomista A) Yhden liposomin 
annoksella saadut kuvaajat ja B) Kymmenen liposomin annoksella saadut kuvaajat 
 
11 POHDINTA 
11.1 Pienet liposomit 
Pienten 40 nm ICG-liposomien onnistunut valmistaminen oli yksi tutkielman tavoitteista. 
Onnistuneen valmistuksen ansiosta pienten liposomien ominaisuuksia pystyttiin 
vertaamaan aiemminkin tutkittuihin suurempiin ICG-liposomeihin (Lajunen ym. 2016a, 
Viitala ym. 2016). Pienillä liposomeilla annostelu esimerkiksi silmään saattaa helpottua, 
sillä alle 100 nm partikkelit läpäisevät helpommin erilaisia esteitä elimistössä (Mishra 
ym. 2011).  
Pienten liposomien vapauttamisominaisuudet eivät olleet aivan vastaavia kuin 
suuremmilla 100 nm liposomeilla; ne vaativat pidemmän valotuksen, jotta suurin osa 
kalseiinista saatiin vapautumaan. Lisäksi ne eivät missään vaiheessa vapauttaneet kaikkea 
kalseiinia, vaikka valotusta jatkettiin jopa kaksi minuuttia. Tämä saattaa olla ongelma 
lääkinnällisessä käytössä, sillä vapauttamatta jäänyt lääkeainemäärä lisää aina 
kokonaisannoksen tarvetta. Vapautumisen heikkenemistä selitti tulos, jossa 
transitiolämpötilan todettiin olevan pienillä liposomeilla korkeampi ja leveämpi kuin 
suuremmilla liposomeilla (Kuva 10). Pienien liposomien laajempi transitiotila on todettu 
aiemminkin tutkittaessa eri kokoisia liposomeja (Szoka Jr. ja Papahadjopoulos 1980). 
Suuremman transitiolämpötilan takia pienet liposomit tarvitsevat enemmän lämpöä ja sen 
takia enemmän valoenergiaa vapauttaakseen niihin kapseloidun aineen. Pienissä 
liposomeissa lipidikoostumus on sama kuin 100 nm liposomeissa, joten 
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transitiolämpötilan muuttuminen ei ollut odotettavissa. Koon pienentäminen kuitenkin 
lisää lipidikaksoiskalvon kaarevuutta, mikä taas saattaa vaikuttaa lipidien 
järjestäytymiseen liposomissa ja näin muuttaa transitiolämpötilaa (Parthasarathy ym. 
2006). Isommissa liposomeissa lipidikaksoiskalvon kummatkin lipidikerrokset sisältävät 
saman määrän lipidejä, mutta pienissä alle 50 nm liposomeissa kaksoiskalvo on niin 
kaareva, että ylempään kerrokseen tulee selkeästi suurempi määrä lipidejä (Mayer ym. 
1986). Lipidikalvon kaarevuus siis saattaa olla syy kalvon muuttuneisiin ominaisuuksiin. 
Toinen mahdollisuus on ekstruusion vaikutus, sillä se vaatii paljon enemmän painetta, 
kun se tehdään 30 nm huokosten läpi kuin 100 nm huokosten tapauksessa. Suurempi 
paine saattaa vaikuttaa lipidikaksoiskalvon muodostumiseen ja esimerkiksi sen 
lipidijärjestykseen. Pienilläkin ICG-liposomeilla vapautuminen on tehokkaampaa ja 
nopeampaa kuin kultananopartikkeliliposomeilla (Lajunen ym. 2015).  
Pienten liposomien vapauttamisominaisuuksien tehostaminen voi olla mahdollista 
laskemalla liposomien transitiolämpötilaa muuttamalla lipidikoostumusta. Esimerkiksi 
DPPC:n transitiolämpötila (41,5 °C) on alhaisempi ja DSPC:n transitiolämpötila (55 °C) 
on korkeampi kuin liposomeista mitattu transitiolämpötila, joten näiden lipidien suhdetta 
muuttamalla voidaan päästä tehokkaampaan vapautumisprosenttiin (Yatvin ym. 1978). 
PEGyloinnin on todettu heikentävän lääkeaineiden vapautumista liposomeista (Spratt 
ym. 2003). Olisikin mielenkiintoista tutkia lääkeaineen vapautumista pienilläkin 
liposomeilla PEGyloimattomalla formulaatiolla (Formulaatio B), jotta nähtäisiin, voisiko 
PEGien vaikutus muuttua pienissä liposomeissa verrattuna isompiin.  
Pienten liposomien säilyvyyttä tutkittiin seuraamalla niiden kokoa 102 päivää. Kokoa 
analysoitiin kahdella eri analyysimenetelmällä. Numeerisen analyysimenetelmän (Size 
Distribution by Number) perusteella koko ei muuttunut merkittävästi missään 
lämpötilassa kolmen kuukauden aikana. Koko säilyy siis valmisteessa säilytyksen aikana, 
mutta mahdollisesti myös elimistössä annostelun jälkeen. Numeerinen 
analyysimenetelmä laskee kokojakauman tietyn kokoisten partikkelien määrän 
perusteella. Tällä menetelmällä pystyttiin siis osoittamaan, että suuriosa näytteiden 
liposomeista säilytti kokonsa. Toinen analyysimenetelmä laskee kokojakauman 
partikkelien intensiteetin perusteella. Suuremmissa partikkeleissa intensiteetti on 
suurempi, joten tällä menetelmällä nähdään pienetkin määrät suuria partikkeleja, jotka 
eivät välttämättä näy numeerisella analyysimenetelmällä. Intensiteetin perusteella 
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analysoitaessa liposomit eivät näyttäisi säilyttävän kokoaan, vaan näytteisiin syntyy myös 
aggregaatteja. Aggregaatteja muodostuu etenkin ensimmäisen 20 päivän ajan, jolloin 
niiden määrä lisääntyy kaikissa näytteissä, mutta sen jälkeen säilytysaika ei vaikuta niiden 
määrään. Lämpötilakaan ei vaikuta aggregaattien määrään. Aggregaattien 
intensiteettiprosentti on koko ajan alle 50 %, joten pienempiä liposomeja on koko ajan 
enemmistö. Todellisuudessa aggregaattien määrä on todennäköisesti pienempi ja määrä 
tuskin on kovinkaan suuri, sillä numeerisella analyysimenetelmällä koko ei muutu ja 
aggregaatteja ei nähdä. Aggregaattien määrä näyttää myös vaihtelevan eri 
mittausajankohtina paljon, mikä saattaa johtua esimerkiksi erilaisesta sekoituksesta ennen 
mittausta tai mittausvirheistä. Intensiteetin perusteella tarkasteltu koko on suurempi kuin 
numeerisella menetelmällä katsottuna ja se vaikuttaa jonkin verran kasvavan kaikissa 
lämpötiloissa. Tämä johtuu mukana olevista aggregaateista, sillä koko on laskettu 
painotettuna keskiarvona kaikista kokojakauman piikeistä. Näytteistä löydettiin myös 
hyvin suuria partikkeleja, jotka todennäköisesti ovat roskaa, sillä partikkelit ovat 
huomattavasti suurempia kuin muut partikkelit näytteissä, eikä näitä suuria partikkeleja 
ollut kaikissa näytteissä. Tämän toteaminen varmasti vaatisi näytteen tarkempaa 
visuaalista tarkastelua. Näiden isojen partikkelien määrä näytteissä oli kuitenkin hyvin 
pieni tai niitä ei ollut ollenkaan.  
Pienillä liposomeilla on tehtävä vielä useita erilaisia säilyvyyskokeita. Myös liposomien 
koon säilymistä voi olla hyvä tutkia lisää, jotta niiden säilyvyydestä voidaan olla varmoja.  
Etenkin aggregaattien syntymistä ja niiden vaikutusta on tutkittava lisää. Tulokset ovat 
kuitenkin lupaavia, sillä nopeaa liposomien koon suurentumista ei tutkimuksessa 
havaittu. Säilyvyyttä on tutkittava myös uudelleen lipidikoostumusta muutettaessa, jotta 
saavutetaan optimaaliset vapauttamisominaisuudet. Lisäksi jotta säilyvyyttä elimistössä 
voidaan ennustaa paremmin, tulee säilyvyyskokeita suorittaa myös erilaisissa 
väliaineissa, kuten seerumissa tai veressä. Näiden säilyvyyskokeiden jälkeen voidaan 
ennustaa paremmin esimerkiksi elimistön proteiinien vaikutusta liposomien säilyvyyteen.  
11.2 ICG:n sijoittuminen 
ICG:tä sijoitettaessa tiedettiin aiempien tietokonesimulaatioiden perusteella, että 
alkuperäisessä formulaatiossa A ICG sijoittuu PEG-molekyyleihin (Lajunen ym. 2016a). 
PEGittömässä formulaatiossa B ICG:n voidaan olettaa sijoittuvan lipidikaksoiskalvoon, 
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sillä se kiinnittyy aina johonkin ennemmin kuin jää vapaaksi vesiliuokseen. PEGillisessä 
formulaatiossa C ei voida olla täysin varmoja, että ICG on lipidikaksoiskalvossa, vaan se 
voi olla myös PEG-molekyyleissä. Tietokonesimulaatioiden perusteella ICG:n pitäisi 
sijoittua lipidikaksoiskalvoon (Lajunen ym. 2016a). Simulaatiot mittaavat kuitenkin vain 
erittäin lyhyttä alle millisekunnin aikaa, joten pidemmän ajan vaativia muutoksia 
sijoittumisessa ei voida simuloida. Tutkielman tulosten perusteella ICG saatiin ainakin 
osittain lipidikaksoiskalvoon formulaatiossa C muuttamalla valmistusta, sillä tulokset 
eroavat alkuperäisestä formulaatiosta A, jossa ICG on PEG-molekyyleissä.  
Valotuksissa formulaatiot B ja C vapauttivat kalseiinia merkittävästi nopeammin kuin 
formulaatio A (Kuva 15). Lisäksi PEGittömän valmisteen valottamattomasta kontrollista 
vapautui enemmän kalseiinia kuin muista valmisteista. Valotuksissa syntyvät erot 
selittyvät mahdollisesti tuloksilla, joissa formulaatiota B ja formulaatiota C 
lämmitettäessä passiivinen vuoto alkoi alemmissa lämpötiloissa kuin alkuperäisellä 
formulaatiolla A (Kuva 16). PEGittömässä formulaatiossa B vapautumisprosentti oli jo 
noin 20 % 37 °C asteen kohdalla, mikä selittää valottamattoman kontrollinäytteen 
kalseiinin vuodon valotuksen aikana, sillä näytteet lämmitettiin aina 37 °C asteeseen 
valotuksen ajaksi. Passiivinen vuoto todennäköisesti nosti myös valotetun näytteen 
vapautumisprosenttia. PEGittömällä formulaatiolla B tämä voisikin koitua ongelmaksi 
elimistöön annosteltaessa, sillä elimistön lämpötilassa alkaisi tapahtua vuotoa jo ennen 
valotusta, eikä näin saavutettaisi esimerkiksi haluttua kohdetta ennen lääkeaineen 
vapautumista. Passiivisen vuodon lisäksi tuloksia saattaa selittää se, että formulaatioissa 
B ja C ICG on suoraan lipidikalvossa eikä PEG-molekyyleissä.  Lämmön johtuminen 
lipidikaksoiskalvoon ja sen epästabiloiminen saattaa olla niissä tehokkaampaa kuin 
lämmönjohtuminen formulaatiossa A, kun ICG on PEG-molekyyleissä.    
ICG:n sijoittumisesta tehtyjen tietokonemallien (Lajunen ym. 2016a) perusteella voidaan 
mahdollisesti selittää passiivisen vapautumisen suurenemista formulaatiossa C.  Mallien 
perusteella ICG:n sijoittuessa PEG-molekyyleihin (formulaatio A), PEG-molekyylit 
pysyvät lähinnä liposomien pinnalla, kun taas ICG:n ollessa lipidikaksoiskalvossa 
tunkeutuu myös PEG-molekyylejä lipidikaksoiskalvon sisään. ICG:n ja PEG-
molekyylien läsnäolo lipidikalvossa vaikuttaisi siis muuttavan lipidikaksoiskalvoa 
läpäisevämmäksi kalseiinille, mikä aiheuttaa suurentuneen passiivisen vuodon. PEG-
molekyylit lipidikaksoiskalvossa saattavat muuttaa kaksoiskalvon ominaisuuksia, mutta 
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niiden läsnäolo kuitenkin näyttää hidastavan kalseiinin vapautumista verrattuna 
tilanteeseen (formulaatio B), jossa liposomissa ei ole olenkaan PEG-molekyylejä. 
PEGittömästä formulaatiosta B ei ole tehty molekylaarisia tietokonemalleja, joten 
molekyylitason muutosta siinä ei voida vertailla. Olisikin mielenkiintoista tehdä 
tulevaisuudessa vastaava malli myös formulaatiosta B. PEG-molekyylien on aieminkin 
todettu hidastavan vapautumista, joten voi olla mahdollista, että niiden puuttuminen 
formulaatiosta B nopeutti vapautumista (Spratt ym. 2003).  
Formulaatioiden transitiolämpötiloissa ei ollut merkittäviä eroja. Kaikissa 
formulaatioissa lipidikoostumus oli sama eikä kokoa muutettu, joten tämän perusteella 
tulos oli odotettu. Edellä todettujen lipidikaksoiskalvon rakenteen muutosten perusteella 
olisi kuitenkin voitu odottaa ICG:n ja PEG-molekyylien vaikuttavan transitiolämpötilaan. 
ICG:n määrä on kuitenkin suhteellisen pieni verrattuna lipideihin, joten se ei vaikuttanut 
yksinään liposomien transitiolämpötilaan. Tulosten perusteella vain ICG ja PEG-
molekyylit yhdessä vaikuttivat, sillä pieni muutos nähtiin formulaatiossa C. Oletettavasti 
valotuksen aikaansaama vapautuminen olisi kaikilla formulaatioilla sama tarkasteltaessa 
transitiolämpötilaa, mutta passiivisen vuodon kasvaminen lisää vapautumista myös 
valotusten yhteydessä. Lisäksi vapautumista tapahtuu jo ennen transitiolämpötilaa 
”väretilassa” (ripple phase) (Paasonen ym. 2010). Vaikka transitiotiloissa ei olisi eroja, 
voi ICG lipidikaksoiskalvossa vaikuttaa kalvon muuttumiseen geelitilasta väretilaan, 
jossa vapautumista tapahtuu. 
Formulaatioista mitattujen Z-potentiaalien ei oletettu muuttuvan, sillä liposomien 
lipidikompositio pysyy samana. Z-potentiaalin arvot olivat kaikki likimain neutraaleja, 
sillä tutkittujen liposomien kaikki komponentitkin ovat neutraaleja (Clogston ja Patri 
2011; Lipids for liposome formation 2015). Neutraalista pintavarauksesta on etua, kun 
liposomeja annostellaan elimistöön, sillä neutraaleilla liposomeilla on todettu olevan 
pisin puoliintumisaika elimistössä (Albanese ym. 2012). Toisaalta positiivisella 
varauksella voitaisiin parantaa soluunottoa, mutta yleensä varaus aiheuttaa ongelmia 
stabiiliuden kannalta (Torchillin ym. 2005). 
Vastaavat pidemmät säilyvyyskokeet normaalille formulaatiolle A on tehty aiemminkin 
(Lajunen ym. 2016a). Tulokset vastaavat hyvin nyt saatuja tuloksia formulaatiolla A. 
ICG:n fluoresenssin tippuminen viimeisessä mittauspisteessä on todennäköisesti 
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mittausvirhe, sillä vastaavaa ei tässä ajassa tapahtunut aikaisemmassa 
säilyvyystutkimuksessa. Formulaatioiden vertailun takia kaikille valmisteille tehtiin vain 
lyhyt säilyvyystutkimus, jonka tarkoitus oli löytää eroja valmisteiden säilyvyyksien 
välillä. 
Liposomien koko säilyi kaikissa valmisteissa hyvin, joten merkittävää hajoamista tai 
aggregoitumista ei näyttäisi tapahtuvan. PEGittömässä formulaatiossa B koko oli jo 
lähtötilanteessa hieman suurempi kuin muissa valmisteissa, mutta siinäkin koko säilyy 
tutkimuksen ajan.  
ICG:n fluoresenssi pienenee jonkin verran kaikissa valmisteissa ja kaikissa lämpötiloissa 
nollapisteestä, mutta formulaatiossa C ICG:n määrä laskee selkeästi eniten 22 ja 37 °C 
asteessa. ICG hajoaa tai aggregoituu vedessä, mikä muuttaa sen valon absorptio-
ominaisuuksia (Saxena ym. 2004). Formulaatiossa A ICG on hyvin tiiviisti PEG-
molekyylien ympäröimä, mikä suojaa sitä vedeltä ja hajoamiselta (Lajunen ym. 2016a). 
PEGittömässä formulaatiossa B taas ICG on todennäköisesti niin tiiviisti 
lipidikaksoiskalvon sisällä, ettei se ole juurikaan kosketuksissa veden kanssa, joten se 
säilyy valmisteessa. ICG:n sijainti lipidikaksoiskalvossa ja PEG-molekyylien läsnäolo 
siis vaikuttaa huonontavan ICG:n säilymistä. Kuten edellä todettiin formulaatiossa C 
PEG-molekyylit saattavat tunkeutua lipidikaksoiskalvon sisään, mikä voi heikentää 
lipidikaksoiskalvoa niin, että ICG joutuu enemmän vuorovaikutukseen veden kanssa ja 
hajoaa.  
Kalseiinin vuoto oli yllättäen suurinta formulaatiossa C, vaikka passiivinen vuoto 
tapahtui alemmassa lämpötilassa PEGittömällä formulaatiolla B. Vapautumista 
formulaatiossa C alkaa tapahtua 22 °C:ssa viiden päivän jälkeen ja 37 °C:ssa kolmen 
päivän jälkeen. Säilytyksen aikana kalseiinin vapautumiseen näyttäisi vaikuttavan 
lipidikaksoiskalvoon tunkeutuneet PEG-molekyylit, jotka heikentävät kalvon rakennetta 
ja mahdollistavat kalseiinin vapautumisen formulaatiossa C. Formulaation B passiivinen 
vuoto ei vaikuta olevan säilytyksen aikana yhtä merkittävää kuin liposomeja 
lämmitettäessä korkeampiin lämpötiloihin. PEGittömän formulaation B vapauttama 
kalseiinimäärä on kuitenkin suurempi kuin formulaatiolla A.  
ICG hajoaa valotuksen aikana liposomeissa (Viitala ym. 2016). Hajoamistuotteiden 
vaikutusta liposomien vapauttamisominaisuuksiin haluttiin selvittää. ICG:tä valotettiin 
60 
 
pitkään, jotta se oli varmasti hajonnut. Formulaatiossa A ei suurillakaan hajonneen ICG:n 
pitoisuuksilla näyttänyt olevan vaikutusta kalseiinin vapautumiseen liposomeista. 
Formulaatiossa A ICG:n hajoamistuotteet eivät todennäköisesti pääse vaikuttamaan 
lipidikaksoiskalvoon, sillä lipidikaksoiskalvo on PEG-molekyylien suojassa. ICG ei ole 
suorassa kosketuksessa lipidikaksoiskalvon kanssa formulaatiossa A, joten 
hajoamistuotteiden ei pitäisi vaikuttaa vapautumiseen. PEGittömässä formulaatiossa B 
suurella kymmenenkertaisella pitoisuudella vapautuneen kalseiinin määrä oli 
suurentunut, joten hajoamistuotteet lipidikaksoiskalvossa ovat todennäköisesti 
heikentäneet kalvon rakennetta. Hajonneen ICG:n pitoisuus on kuitenkin huomattavasti 
suurempi kuin liposomeissa normaalisti, joten voidaan olettaa vapautumisen tapahtuvan 
valotuksen aikaansaaman lämmön eikä hajoamistuotteiden takia.   
Tulosten perusteella formulaatio A vaikuttaa parhaalta jatkotutkimuksiin. Siinä 
passiivinen vuoto ja säilyvyys olivat optimaalisia, eikä muilla kahdella valmisteella 
saavutettu etuja alkuperäiseen formulaatioon nähden. Kahden muun formulaation 
jatkokehitys vaatisi lisää tutkimuksia ja mahdollista lipidikomposition uudelleen 
optimointia, jotta ICG:n aiheuttama lipidikalvon heikkeneminen saataisiin vähentymään.  
11.3 Liposomien soluunotto 
Edellisten tulosten perusteella solukokeisiin jatkettiin alkuperäisen formulaation A 
kanssa. Tehokas soluunotto on osoitettu jo aiemmin ARPE-19 soluilla ja vapautumista 
on tutkittu kalseiinilla (Lajunen ym. 2016b).  Sytox red -soluleimalla pystyttiin tutkimaan 
vapautumista solun sisällä, sillä sen fluoresenssi kasvaa, kun se tarttuu DNA:han tai 
RNA:han. Leimalla pystytään siis osoittamaan, että liposomeilla voidaan kuljettaa aineita 
jopa tumaan saakka, joka on usean lääkeaineen vaikutuspaikka. Sytox red ei sellaisenaan 
läpäise solukalvoa, joten suurentunut fluoresenssi soluissa oli osoitus onnistuneesta 
liposomaalisesta kuljetuksesta.   
Työssä pystyttiin osoittamaan, että solut ottavat liposomeja tehokkaasti sisään, mutta 
myös valotuksen aiheuttama vapautumisen toimiminen soluissa. Vapautuvaan Sytox red 
määrään vaikutti valotusaika ja pidemmällä valotusajalla saatiin aikaan suurempi 
vapautuminen soluissa. Valotusaika oli erittäin lyhyt aika verrattuna aikaan valotuksen ja 
FACS-mittauksen välillä, sillä ennen FACS-mittausta solut suspensoitiin ja valmisteltiin 
mittaukseen. Voidaankin olettaa, että erot fluoresensseissa johtuvat valotuksesta. 
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Valotukseen kulunut aika ei pidentänyt SYTOX redin sitoutumisaikaa ja aiheuttanut 
fluoresenssin kasvua pidemmissä valotuksissa.    
Tuloksilla pyrittiin saamaan myös tarkempaa kvantitatiivista dataa farmakokineettisiä  
simulaatioita varten. Saatua aineistoa oli tarkoitus käyttää malleissa, mutta menetelmässä 
oli edelleen kehitettävää, joten dataa ei voitu hyödyntää malleissa. Suurin ongelma 
menetelmässä on valotuksen ja mittausajankohdan välinen suhteellisen pitkä aika. 
Solujen toiminta pitäisi pystyä pysäyttämään valotuksen jälkeen, jotta voidaan eliminoida 
mahdolliset reaktiot valotuksen jälkeen. Vaikka solukokeilla ei päästy tavoitteisiin, 
saatiin niistä tärkeä osoitus liposomien soluunotosta ja kapseloidun yhdisteen 
vapautumisesta solujen sytosoliin.      
11.4 Simulaatiot 
Yksi tutkielman tavoitteista oli luoda toimiva liposomien solunsisäistä kinetiikkaa 
kuvaava Stella®-malli. Malli onnistuttiin luomaan kirjallisuuden perusteella ja luodulla 
mallilla pystytään tutkimaan eri lääkeaineiden pitoisuuksia intrasellulaaritilassa. Mallia 
voidaan edelleen kehittää vastaamaan arvoiltaan paremmin tiettyä lääkeainetta ja siihen 
voidaan yhdistää erilaisten uusien in vitro tai in vivo -tutkimusten dataa.   
Tutkielmassa tehtyjen simulaatioiden perusteella esimerkiksi doksorubisiinia sisältäviä 
liposomeja tulee ottaa soluun huomattavasti enemmän kuin simulaatioissa käytetyt 
annokset tai lääkeainemäärän on oltava suurempi liposomeissa. Jotta doksorubisiinilla 
saadaan vaste solussa, tulee sen pitoisuuden olla vähintään 9,6 x10-9 ng/µm3 (Soininen 
ym. 2016), jota ei simulaatioissa saavutettu. Simulaatioissa saavutettiin enimmillään 
1x10-11 ng/µm pitoisuus, kun tutkittiin pitoisuutta kymmenen liposomin annoksella 
valotuksen jälkeen. Todellisuudessa liposomeja otetaan solun sisään todennäköisesti 
enemmän kuin mallissa käytetyt pienet määrät, sillä lääkeainepitoisuus liposomeissa 
perustui olemassa olevaan Doxil®-valmisteeseen. Lisäksi esimerkiksi aktiivisella 
kohdentamisella pystytään lisäämään liposomien soluunottoa. Jatkossa mallilla voidaan 
tutkia esimerkiksi tarvittavaa soluun otettavaa liposomi määrää nostamalla mallista 
käytettävää annosta.  Valotuksen merkitys vapautumisessa pystyttiin kuvaamaan mallilla 




Liposomeja on tutkittu paljon lääkeaineiden kuljetukseen ja valmiita markkinoilla olevia 
tuotteitakin on useita olemassa. Tällä hetkellä erityisen kiinnostava tutkimuskohde on 
aktivoitavat liposomit, sillä normaaleilla liposomeilla ei saavuteta tarpeeksi tehokasta  
vapautumista juuri halutussa kohteessa. Useita ongelmia aktivoituvien liposomien kanssa 
on vielä ratkaistavana, kuten aktivoituvien liposomien turvallisuus, mutta lupaaviakin 
tuloksia on olemassa. Farmakokineettistä mallinnusta on hyvä hyödyntää liposomien 
kehitystyön aikana, sillä niistä saadaan helposti tärkeää eri tutkimuksen vaiheita tukevaa 
tietoa. Tärkeää liposomivalmisteissa on yhdistää mallissa sekä liposomin kinetiikka että 
kapseloidun lääkeaineen kinetiikka.  
ICG-liposomit, jotka aktivoidaan valolla, ovat lupaava mahdollisuus tulevaisuuden 
aktivoitavina lääkekantajina. Erikoissatyössä pystyttiin valmistamaan pieniä jopa 40 nm 
kokoisia liposomeja, jotka mahdollistavat ICG-liposomien käytön entistä paremmin 
esimerkiksi silmälääkinnässä. Pienten liposomien vapautumisnopeus oli kuitenkin 
hitaampi kuin 100 nm liposomeilla, minkä takia pienten liposomien lipidikompositiota 
on vielä säädettävä jatkotutkimuksissa.  
Kolmen eri formulaation tutkimusten perusteella ICG lipidikaksoiskalvossa heikentää 
kaksoiskalvoa ja vaikuttaa valmisteen säilyvyyteen ja vapautumisominaisuuksiin. 
Formulaatio A, jota on tutkittu aieminkin, osoittautui edelleen parhaaksi formulaatioksi. 
Muiden formulaatioiden lipidikoostumusta on säädettävä, jos jatkossa on tarvetta 
esimerkiksi PEGittömälle valmisteelle.  
Solunsisäistä vapautumista tutkittaessa onnistuttiin luomaan toimiva menetelmä, jolla 
pystyttiin osoittamaan aineen vapautuminen liposomista myös solun sisällä ja valotuksen 
vaikutus vapautuvaan ainemäärään. Työssä luotua farmakokineettistä mallia voidaan 
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B) Toisen Stella mallin kuva ja tarkemmat tiedot. Mallissa vapautumista tapahtuu 
endosomien lisäksi myös lysosomeista. 
 
 
